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略	 号  
 
本論文中に記載した略号を以下に示す。  
Ac : acetyl 
Acp : 6-aminocaproic acid 
ADC : antibody-drug conjugate 
ADCC : antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity 
ADMET : absorption, distribution, metabolism, excretion, toxicity 
Ala : Alanine 
AN : Gutmann’s accepter number 
aq. : aqueous 
Arg : Arginine 
Arg8 : Octaarginine 
Asn : Aspargine 
Asp : Aspartic acid 
Bn : benzyl 
CD : circular dichroism 
CuAAC : Copper-catalyzed alkyne-azide cycloaddition 
Cys : Cysteine 
1,2-DCE : 1,2-dichloroethane 
DIPCI : diisopropylcarbodiimide 
DIPEA : diisopropylethylamine 
DKP : 2,5-diketopiperazine 
DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMF : N,N-dimethylformamide 
DMSO : dimethylsulfoxide 
DN : Gutmann’s donor number 
DTT : dithiothreitol 
EDT : 1,2-ethanedithiol 
Et : ethyl 
FBS : Fetal bovine serum 
Fmoc : 9-fluorenylmethyloxycarbonyl 
FT-IR : Fourier Transform Infrared Spectroscopy 
Gln : Glutamine 
Glu : Glutamic acid 
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Gly : Glycine 
HER2 : human epidermal growth factor receptor 2 
His : Histamine 
HOBt : 1-hydroxybenzotriazole 
HPLC : High-Performance Liquid Chlomatography 
HRMS : High-Resolution Mass Spectrometry 
Ile : Isoleucine 
LDA : lithium diisopropylamide 
Leu : Leucine 
LHMDS : lithium hexamethyldisilazide 
LRMS : Low-Resolution Mass Spectrometry 
Lys : Lysine 
Me : methyl 
Met : Methionine 
MOE : Molecular Operating Environment 
mp : melting point 
MS : Mass Spectrometry 
MW : micro wave 
N.B. : no binding 
NCEs : new chemical entities 
N.D. : not detected 
NMR : Nuclear Magnetic Resonance 
Npys : 3-nitro-2-pyridinesulfenyl 
PDB : Protein Data Bank 
PDC : peptide-drug conjuguate 
PEG：polyethylene glycol 
Pbf : N-ω-2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl 
Phe : Phenylalanine 
PMB : p-methoxybenzyl 
Pro : Proline 
quant. : quantitative yield 
rt : room temperature 
SD : standard deviation 
SE : standard error 
Ser : Serine 
SPDSL : Solid-phase-assisted disulfide ligation 
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SPR : Surface plasmon resonance 
tBu : tertiary butyl 
TFA : trifluoroacetic acid 
TLC : Thin-Layer Chromatography 
Trt : trityl 
Tyr : Tyrosine 
UV : ultrabviolet 
VDA : vascular disrupting agant  
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序	 論  
 
	 医薬品の研究開発において、主薬効の弱い医薬候補化合物は薬としての臨床開発が
進められることはないため、これまでの創薬研究では化合物の薬理活性の向上が重要
視されてきた。一般的に、三次元構造を活性配座に固定するように化合物の構造を誘
導することで、受容体などの薬理標的分子に作用しやすくなり、薬理活性の向上が期
待できる。そのため、化合物の構造をより活性配座に固定された硬い分子へと誘導す
ることで、高い薬理活性を示す化合物が創出されてきた。しかしながら、その結果と
して薬理活性は強いものの物性の悪い化合物が増えている。実際、医薬候補化合物群
である NCEs（new chemical entities）の 40%以上は難水溶性化合物であると、2012 年
に Savjani らにより報告された。 1) 溶解性のような物理化学的な性質は薬物自体の
ADMET（吸収、分布、代謝、排泄、毒性）にも広く影響することから 1, 2)、近年の創
薬研究においては主薬理活性のみではなく物理化学的な性質などの様々な補助的な性
質を両立させるため、生体内への投与により性質を変換する薬も研究・開発されるこ
とが増えている。  
	 生体内において、化学構造自体を変換し、異なる機能を示す薬は多く存在している。
これらはアンテドラッグ（ソフトドラッグ）やプロドラッグと呼ばれ、臨床でも利用
されている。アンテドラッグは、1982 年に Lee らにより『生体内での化学反応を受け  
 
 
 
 
Figure 1. Concept of antedrug and prodrug. 3) 
B)
A)
Active drug
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M
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ることにより不活化する薬』と提唱された（Figure 1A）。3) 化合物をアンテドラッグ  
とする目的は明瞭であり、局所作用を期待する薬に対して生体内で分解されやすい構
造を導入することで、吸収されたのちに速やかに分解され全身性の副作用を低減する  
ことにある。塗り薬や吸入剤、点眼剤としてのステロイド（Fluticasone propionate4) 、 
Loteprednol etabonate5) など）がこれに分類される。一方、プロドラッグは 1958 年に  
Albert により『そのもの自体は薬理活性を示さず、生体内において一段階あるいは多
段回の変換を受けることで薬理活性を示す化合物』と定義された（Figure 1B）。6) 化合
物をプロドラッグとする目的は様々であり、修飾する官能基（M; Modifier）の性質を
変えることで、化合物に様々な機能を付与することができる。例えば、脂溶性官能基
やトランスポーターに認識される構造を薬物に導入することで、消化管からの吸収性
を改善することができる（例：Fursultiamine hydrochloride7)、Valaciclovir hydrochloride8) 
など）。また、逆に難溶性薬物に対し極性構造を導入することで、注射用水や生理食塩
水などに対する溶解性を向上させることも可能である（例：Chloramphenicol sodium 
succinate9）、Dexamethasone sodium phosphate10) など）。  
 
 
 
 
Figure 2. Structures of antedrugs and prodrugs in crinaical used. 
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	 プロドラッグ戦略は抗がん剤領域において特に重要である。細胞毒性の強い抗がん
剤は、腫瘍細胞のみならず正常細胞をも障害するため、副作用の危険性が高くなる。
そのため、プロドラッグ化により毒性をマスクしておき、標的部位においてのみ活性
化する抗腫瘍薬が望まれている。例えば、5-fluorouracil（5-FU）は幅広い固形癌に用
いられる抗がん剤である。そのプロドラッグであるカペシタビンは経口投与されるが、
吸収過程では代謝されないため細胞毒性を示さない。カペシタビンは体内への吸収後、
肝臓のエステラーゼにより加水分解され 5'-deoxy- 5-fluorocytidine（5-DFCR）となる。
5-DFCR は腫瘍組織に過剰発現している cytidine deaminase によって脱アミノ化された
後、thymidine phosphorylase により代謝され、活性本体である 5-fluorouracil（5-FU）と
なることで初めて抗がん作用を発揮する（Scheme 1A）11)。この薬剤は多段階の活性化
過程を有しているため、5-FU と比べて副作用の危険性が少なく、外来患者への経口投
与に使われるほど安全性の高い薬剤である。他の例としてイリノテカンは、水溶性の
乏しい活性本体である SN-38 にピペリジノピペリジノカルボニル基を付与することで
水溶性を向上させた薬剤である。12) 水溶性を補助している官能基が生体内酵素により
加水分解されることで、強い活性を示す（Scheme 1B）。  
 
 
 
Scheme 1. Activation mechanisum of A) Capecitabine and B) Irinotecan. 
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	 生体内で構造を変換することで活性を示す薬剤（プロドラッグ）に関する近年の報
告では、抗がん剤をデンドリマー13) や抗体 14) 、ペプチド 15) などの受動的または能動
的な薬物送達能を有するキャリアー分子に架橋した化合物がある（Figure 3）。薬をキ
ャリアーに結合させることで目的の組織に選択的に送達した後、標的組織において薬
を架橋しているリンカーを切断することで、活性本体の構造へと戻る。これらは、プ
ロドラッグと呼ばれることは少ないが、プロドラッグとしての性質を有しているもの
である。  
 
 
 
Figure 3. Carrier molecule-drug conjugate. 
 
	 以上のように、薬の安全性や有用性を考えた際に、プロドラッグは合理的な戦略で
ある。近年では、開発されている薬物の中でプロドラッグの占める割合は大きなもの
となっており、低分子医薬品の 5～7％はプロドラッグであると言われている。16) ど
のプロドラッグに関しても共通している点は、機能を補助また活性をマスクする官能
基が生体内において切断され、活性本体となることで初めて薬として機能することで
ある。生体内で構造を変換することで活性を示す薬剤（プロドラッグ）は近年の医薬
品開発、特に抗がん剤領域において重要な概念である。  
 
	 筆者の所属する研究室では、Aspergillus ustus から単離された S-(−)-Phenylahistin（1）
17) をリード化合物とし、構造活性相関研究を実施することで、チューブリン重合阻害
剤 Plinabulin18)（NPI-2358/KPU-2）（2）を創出した（Figure 4）。チューブリン重合阻害
剤は、真核細胞における細胞骨格の主要な構成成分である微小管の形成を妨げること
により、活性を示す抗がん剤である。19) 実際に臨床で用いられている医薬品としては
ビンカアルカロイド類がこれに分類される。また、コンブレタスタチンリン酸プロド
ラッグ（ Fosbretabulin/CA-4-P） 20) を例として、腫瘍部新生血管障害剤（ vascular 
disrupting agant, VDA）21) としての作用を有するものがチューブリン重合阻害剤の中に
見出されている。VDA とは腫瘍部位周辺において誘導される未熟な新生血管を遮断す
Carrier moleculeDrug Cleavable linker
· dendrimer
· antibody
· peptide     etc.
· pH-responsive
· reduction-sensitive
· enzymatically cleavable
· self-immolative
· highly active compound
(high toxicity)
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ることにより、腫瘍組織への酸素や栄養の供給を断つことで腫瘍を壊死、退縮へと導
く薬剤であり、Plinabulin も VDA 作用を有していることがすでに報告されている。21e) 
 
  
 
Figure 4. Structures of S-(–)-Phenylahistine (1) and Plinabulin (2), and X-ray crystal 
structure of Plinabulin (2) (CCDC831562). 
 
 
	 Plinabulin は、非小細胞肺癌に対する治療薬として米中において第三相臨床試験が進
行中である。22) しかし、注射剤としての開発が進行しているにも関わらず、その水溶
性は極めて低い（Solubility in H2O < 0.1 µg/mL）。そのため、40% クレモホール EL/60% 
プロピレングリコール溶液として供給されており（Plinabulin 濃度: 4 mg/mL）、21b)  こ
の溶液を 5%ブドウ糖水溶液に 1:20-200 の割合で希釈したのちに、静脈内投与されて
いる。しかし、ここで用いられている溶解補助剤（クレモホール EL）は過敏症を誘発
する可能性が知られている。23) そのため、副作用防止や患者負担軽減の観点より、水
溶性の優れた Plinabulin 誘導体の創出が望まれている。  
	 Plinabulin の構造上の特徴として、X 線結晶構造解析および 1HNMR の結果よりイミ
ダゾール環の sp2 窒素と 2,5-diketopiperazine（DKP）環のアミド NH が分子内水素結合
を形成しており、擬三環性構造をとることが明らかとなっている（Figure 4）。この構
造に起因する高い平面性および、分子内水素結合による水和可能な極性構造の消費に
より、比較的極性が高く見える構造であるが（CLogP = –0.601, calculated by ChemDraw 
Professional ver. 16.0）、極めて低い水溶性を示す化合物である。また、これまでの構造
活性相関研究の結果から、高い抗腫瘍活性の発現に擬三環性構造が重要な役割を果た
しているとされており、活性本体自体の水溶性向上は困難であることが示唆されてい
る。18b) 
	 以上のように、Plinabulin は有用なチューブリン重合阻害作用に基づく抗腫瘍活性を
有する一方で、近年の医薬候補化合物群を代表する難水溶性という特徴を有する。そ
のため、本化合物に対するプロドラッグ化研究は難水溶性化合物群の医薬展開への新
たな知見を与えることが期待される。そこで本博士論文研究において、Plinabulin のプ
ロドラッグ化研究を実施し、創薬における化合物の溶解性に起因する問題に対し、化
学的な視点から解決策を提案した。  
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	 本博士論文では、第一章にて、クリックケミストリーを適用した Plinabulin のプロ
ドラッグ合成法を確立し、水溶性プロドラッグの合成および評価を実施した。第二章
では、Plinabulin とペプチドの架橋体を合成し、抗体薬物複合体（ADC）を形成するこ
とで、水溶性のみならず腫瘍指向性の向上したプロドラッグを合成した。第三章では、
第二章で考案した固相ジスルフィド架橋法（ Solid-phase-assisted disulfide ligation, 
SPDSL）の反応条件を検討した。   
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第一章	 Plinabulin 水溶性プロドラッグの創製  
 
序説  
 
	 序章で述べたようにチューブリン重合阻害剤 Plinabulin は有望な医薬候補化合物で
あるものの、水溶性が低いこと（溶解度  < 0.1 µg/mL）が問題である。現在はアレル
ギーを発症する危険性が知られている溶解補助剤を用いて投与されている。そこで、
本研究では溶解補助剤を必要としない水溶性プロドラッグの創製をめざした。  
	 以前より、Plinabuin の水溶性プロドラッグ合成が当研究室の岩橋らにより検討され
てきている。水溶性プロドラッグの設計には様々な水溶性補助基が用いられ、特に生
体内ホスファターゼにより分解されることで親化合物を再生するリン酸付加体が多く
利用されている。24) そこで、最初のアプローチとして、Plinabulin のイミダゾール環
または DKP 環の窒素原子を修飾部位と定め、水溶性補助基としてリン酸構造を導入し
た Plinabulin のリン酸プロドラッグ 3 または 4 の合成が計画された（Figure 5）。  
 
 
 
Figure 5. Target compounds of phosphate-type prodrug of Plinabulin. 
 
 
	 Plinabulin（2）は極性官能基の少ない小分子であるため、修飾点が限られているが、
chloromehtyl diethyl phosphate25)（5）を塩基性条件下で反応させることにより N-アルキ
ル化された化合物 6 または 7 が得られるものと期待した（Scheme 2）。ところが、所望
のリン酸エステル体は得られず、異なる生成物が選択的に得られた。得られた化合物
の X 線結晶構造解析を行ったところ、化合物 5 が DKP 環のカルボニル酸素と反応し、
DKP 環のラクタム構造がラクチム構造に変化した化合物 8 が得られたことが明らかと
なった（Figure 6）。これは Plinabulin 上の窒素原子が置換基の立体障害や分子内水素
結合の影響で反応性が低いことに加え、DKP 環がモノラクチム構造となることで長い
共役系を形成したことにより、より安定な生成物が得られたと考えられる。  
	 続いて、当初の目的化合物とは異なるリン酸プロドラッグ 9 を得るためにモノラク
チム体 8 のリン酸エチルエステルの加水分解を試みた。しかし、生成物の安定性が乏
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13 
しく、目的物を単離、同定することは出来なかった（Shceme 2）。以上より、リン酸エ
ステル型プロドラッグへの誘導は断念したが、本合成研究の結果、Plinabulin のプロド
ラッグを設計する上で DKP 環上のカルボニル酸素が修飾可能であることを見出した。 
 
 
Scheme 2. Synthesis of phosphate-type prodrug of Plinabulin. 
 
 
 
Figure 6. X-ray crystal structure of phosphate 8 (CCDC-829269). 
 
 
	 続く検討では、エステラーゼにより分解され、親化合物を再生するプロドラッグと
して、エステル型プロドラッグ 10 を設計し、合成を試みた。しかし DKP 環の直接的
な O-アシル化反応は進行しないことが明らかとなった（Figure 7A）。すなわち、DKP
環はリン酸プロドラッグ 9 で観察されたように、O-アルキル化のみが可能であること
が示唆された。そこで、エステルの加水分解により切断可能なアシルアセタール構造
をリンカーとし、O-アルキル化することで、水溶性のa-アミノ酸構造の導入を検討し
た（Figure 7B）。O-アルキル化反応は強塩基性条件下で行なわれているため、極性官
能基（a-アミノ基）を保護して反応する必要がある。そこで、保護アミノ酸を導入後
N
HN
O
O
N
HN
O
P
OEtEtO
O
N
HN
O
O
N
HN
O
P
OEtEtO
O
NH
HN
O
O
N
N
O Cl
P
EtO
OEtO
O
P
EtO
OEtO
N-alkylated compounds
or
O-alkylated compound (8)
Plinabulin (2)
Cs2CO3
DMF, 50 ºC
N
HN
O
O
N
HN
O
P
OHHO
O
5
6 7
9
 
 
 
 
14 
に脱保護を行うことでプロドラッグ体の合成を試みた。その結果、O-アルキル化体 11
は得られたものの、リン酸プロドラッグ 9 と同様に脱保護工程において化合物のリン
カー構造が分解してしまったため、水溶性の向上したプロドラッグ体の獲得には至ら
なかった。  
 
 
 
Figure 7. Failed synthesis strategies of Plinabulin prodrugs. 
 
 
	 ここまでの検討により、Plinabulin は DKP 骨格のモノラクチム構造への変換を伴う
O-アルキル化により修飾可能であることが明らかとなった。しかし、修飾後に極性官
能基を露出させる脱保護の工程を行うと、分解してしまうという問題点が示された。
そのため、脱保護過程を必要としない直接的に水溶性補助基を導入する手法によるプ
ロドラッグ合成が必要である。  
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第一節	 Plinabulin 水溶性プロドラッグの設計  
 
	 先行研究により、Plinabulin の DKP 骨格をモノラクチム構造とすることで官能基を
導入できることが明らかとなったものの、リンカー構造が不安定であるため、脱保護
過程を必要としない水溶性補助基の直接的導入が必須であった。そこで、筆者は官能
基許容性が高い生体直交型の反応（bioorthogonal reaction）であるクリックケミストリ
ー26) に着目した。クリックケミストリーは 1) 高収率、2) シンプルな構造を持つ分子
同士の反応、3) 少ない副生成物、4) 実験操作が簡便、5) 水中でも反応が進行、とい
った特徴を有する反応である。特に、CuAAC（copper catalized alkyne azide cycloadition）
27) 反応はアルキンとアジドが一価銅の存在下において、選択的に環化付加する反応で
あり、タンパク質などの官能基の集合体に対しても選択的に反応するため、抗体修飾
や細胞表面の修飾などの夾雑な系においても利用されている。28) そのため、本反応は
Plinabulin のプロドラッグ合成において、直接的な極性官能基の導入に適う反応である
と考えた。  
  本研究では、Scheme 3 で示すプロドラッグ 13 の合成を立案した。まず、Plinabulin
に対し、アシルアセタールリンカー14 を反応させることで、アルキン構造を導入した
15 とする。その後、無保護の極性官能基（R）を有するアジド体と CuAAC 反応を実
施する事で、水溶性補助基を有するプロドラッグ 13 の直接的な合成が可能であると考
えた。リンカー鎖長はプロドラッグ研究において重要な因子ではあるが、類似構造の
中で最も安価に入手可能な hex-5-ynoic acid（16, n = 3）を用いることとした。  
 
 
Scheme 3. Synthesis strategy of the water-soluble prodrug of Plinabulin by using CuAAC 
reaction. 
 
 
	 設計したプロドラッグ 13 はアシルアセタールリンカー構造を介して水溶性補助基
と結合しているため、エステラーゼによりエステル構造が分解されることで、親化合
物である Plinabulin を再生する（Scheme 4）。この際、水溶性のリンカー構造とホルム
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16 
アルデヒドの放出を伴う。ここで、発生するホルムアルデヒドは生体内にて素早く代
謝され二酸化炭素となり、呼気中から排泄されるため 29)、副作用を引き起こす可能性
は低いものである。また、高容量で用いられる抗菌薬に利用されているリンカー構造
であるが 30)、本構造由来の副作用は報告されていないことから、抗がん剤において問
題となる可能性は低いと考えられる。  
 
 
 
Scheme 4. Reproduction mechanisum of prodrug of Plinabulin. 
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第二節	 Plinabulin 水溶性プロドラッグの合成  
 
	 まず初めに、CuAAC 反応に用いる反応基質として、Plinabulin のアルキン誘導体 17
の合成を行った。市販の hex-5-ynoic acid（16）を chloromethyl chlorosulfate（18）31) に
よりクロロメチルエステル化することで、リンカー構造である 19 を収率 81%で獲得
した（Scheme 5）。続いて、得られた 19 を Plinabulin と塩基性条件下、反応させるこ
とでアルキン体 17 の合成を試みた。NaH、LDA、LHMDS などの塩基を用いた場合、
反応は進行せず原料のみが回収された一方で、炭酸セシウムを塩基として用いた際に
反応が進行した。マイクロ波を照射下、50 ºC で反応させることで、54%の収率でアル
キン体 17 を得た。X 線結晶構造解析の結果、アルキン体 17 もリン酸型プロドラッグ
中間体 8 と同様に DKP 環がモノラクチムへと変換され、O-アルキル化により修飾さ
れていることが示された（Figure 8）。  
 
 
 
Scheme 5. Synthesis of alkyne derivative of Plinabulin 17. 
 
 
Figure 8. X ray crystal structure of alkyne 17 (CCDC-829268). 
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	 続いて、CuAAC 反応により導入する水溶性構造（R）として、側鎖構造を持たない
アミノ酸であるグリシン、側鎖に水酸基を含むアミノ酸であるセリンおよびカルニチ
ン、単糖としてガラクトースのそれぞれのアジド体 20-23 を選択した（Figure 9）。ガ
ラクトース誘導体については、１位の水酸基がアジドに置換されているものを用いる
ことで、ヘミアセタール構造による平衡が無く、誘導体合成及び評価が容易である。
また、本化合物は市販されていることから 1-azido-1-deoxy-b-D-galactopyranoside（23）
を適用することとした。  
 
 
 
Figure 9. Azide derivatives for the water-solubilizing moiety. 
 
 
	 アジド化アミノ酸 20-22 の合成を Scheme 6 に示す。グリシンおよびカルニチン様の
アジド誘導体 20, 2132) の合成では、ハロゲン体 24 または 25 を出発物質とした sodium 
azide による求核置換反応により 26 または 27 とした。セリン様構造を有するアジド誘
導体 22 は、トリフラートアジドをジアゾ基供与体 33) として用いた反応により、L-セ
リンメチルエステル塩酸塩 28 のa-アミノ基をアジド化することで 29 とした。各アミ
ノ酸のアジド誘導体 26, 27, 29 のカルボン酸の保護基は TFA 処理または水酸化カリウ
ムによる鹸化により、tBu エステル、エチルエステル、メチルエステルを脱保護し、
目的の水溶性構造を有するアジド誘導体 20-22 を得た。  
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Scheme 6. Synthesis of azide derivatives. 
 
 
	 先に合成したアルキン体 17 と各水溶性アジド誘導体 20-23 を、H2O/t-BuOH/DMF = 
1 : 1 : 1 の混合溶媒中、アスコルビン酸ナトリウムの還元作用により系中で生じた一価
銅の存在下、CuAAC 反応に付すことで、水溶性官能基を導入したプロドラッグ体を
66-79%の収率で獲得した。カルボン酸構造を有するプロドラッグについては、HPLC
精製後にメタクリル酸系の弱酸性イオン交換樹脂を用いることで溶解性のより優れた
ナトリウム塩 30-32 へと変換した（Scheme 7）。  
 
 
 
 
Scheme 7. Synthesis of water-soluble prodrugs 30-33 by the CuAAC reaction. 
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第三節	 Plinabulin 水溶性プロドラッグの機能評価  
 
	 前節で合成した水溶性プロドラッグ 30-33 の水への溶解性を評価した。各プロドラ
ッグ体の飽和水溶液を分析 HPLC で解析することで算出した飽和濃度を水溶性とした。
その結果、親化合物である Plinabulin と比較して、全てのプロドラッグ体において、
水溶性が大きく向上した（Table 1）。各プロドラッグ間を比較すると、セリン型プロド
ラッグ 32 が最も水溶性が高く（6.38 mg/mL）、次いで、カルニチン型プロドラッグ 31
（0.85 mg/mL）である。アミノ酸側鎖を持たないグリシン型プロドラッグ 30 は溶解度
が 0.59 mg/mL であり、側鎖水酸基の水溶性への寄与により、上記二つの誘導体の方が
優れた水溶性となる結果になった。一方で、ガラクトース構造を導入したプロドラッ
グ 33 は 0.0075 mg/mL と Plinabulin より水溶性が改善したものの、アミノ酸を導入し
た誘導体と比較して大きく劣る水溶性であった。この結果より、一般的に高い水溶性
を有すると考えられている単糖の構造であっても、本水溶性プロドラッグ研究におい
ては十分な水溶性の補助にはならないことが明らかとなり、カルボン酸のナトリウム
塩構造の影響が極めて大きいことが示された。  
 
 
Table 1. Water solubility and half-life of the prodrugs 30-33. 
 
Entry Compounds Water solubility (mg/mL)
OH
COONa
COONa
OH
O
OH
OHHO
OH
0.85
6.38
0.0075
32: R =
30: R =
33: R =
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0.59
1
2
4
3
Half-life (h)
0.37
1
ND
ND
ND: Not determined.
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5
2: Plinabulin –< 0.0001
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	 水溶性の向上した誘導体が獲得できたものの、プロドラッグとして機能するために
は、親化合物へと確実に再生する必要がある。合成したプロドラッグ体はエステラー
ゼにより分解されることで親化合物を再生することを想定しているため、ブタ肝エス
テラーゼによる酵素加水分解反応を実施した（Table 1 and Scheme 8）。分析 HPLC によ
り反応を経時的に観察した結果、セリン構造を導入した化合物 32 は親化合物 2 を再生
したことから、プロドラッグとして機能する事が明らかとなった（Figure 10）。カルニ
チン型プロドラッグ 31 も同様に親化合物の再生を確認することができたが、グリシン
型プロドラッグ 30 およびガラクトース型プロドラッグ 33 は測定溶媒である PBS に対
する溶解性が十分ではなく、酵素加水分解反応の実施が困難であった。溶解を補助す
るために DMSO や MeOH の添加を試みたが、有機溶媒の濃度や種類により、半減期
が大きく変化し、酵素活性に影響を与えている事が示唆されたため、加水分解反応の
評価を断念した。  
	 酵素加水分解反応の経時変化のグラフ（Figure 11）より反応の半減期を算出したと
ころ、カルニチン型プロドラッグ 31 では  0.37 h（22.4 min）、セリン型プロドラッグ
32 では  1 h で親化合物 2 を再生することが明らかとなった（Table 1）。これら二つの
プロドラッグは類似する 3-ヒドロキシプロピオン酸構造を有するにも関わらず、半減
期が倍以上異なる結果を与えた。  
 
 
Scheme 8. The hydrolysis of prodrugs by porcine liver esterase. 
 
 
 
Figure 10. HPLC chromatograms during the esterase hydrolysis of the prodrug 32. HPLC 
conditions are a linear gradient starting from 10% CH3CN in 0.1% TFA aq. to 40% CH3CN in 
0.1% TFA aq., over 30 min at a flow rate of 0.9 mL/min and detection at 230 nm. 
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Figure 11. Time corse of the hydrolysis of prodrug 32 by the porcine liver esterase. 
 
 
	 プロドラッグ研究において、プロドラッグの分解後に副生される修飾基の毒性がし
ばしば問題とされるため、セリン型プロドラッグ 32 および再生後に放出されると考え
られるトリアゾール 35 の殺細胞活性評価を行なった（Table 2）。Positive control の
Plinabulin （2）が 13.5 ± 2.2 nM の IC50 を示したのに対し、セリン型プロドラッグ 32
は 101.4 ± 5.7 nM の殺細胞活性を示し、10 倍程度低い活性であった。トリアゾール 35
は 2 mM の濃度においても顕著な細胞毒性を示さなかった。  
 
     Table 2. Cytotoxicity of prodrug 32 and linker 35. 
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第四節	 ジカルボン酸型水溶性プロドラッグの合成と機能評価  
 
	 前節のカルニチン型プロドラッグ 31 とセリン型プロドラッグ 32 は水溶性補助基と
して類似した 3-ヒドロキシプロピオン酸構造を有するにも関わらず、水溶性（0.85 
mg/mL vs 6.38 mg/mL）と半減期（0.37 h vs 1 h）、共に差を示した。すなわち、水溶性
官能基（R）に導入する構造の微細な違いにより水溶性および半減期に大きく影響す
ることが示唆された。そこで、水溶性補助基（R）の構造を変換する事で、更なる水
溶性の向上、および異なる半減期を有するプロドラッグの合成が可能と考えた。  
	 カルボン酸のナトリウム塩構造が優れた水溶性補助基であることが前節において示
されたため、更なる水溶性の向上を期待し、側鎖にカルボン酸構造を有するアミノ酸
であるアスパラギン酸およびグルタミン酸様の構造を有するプロドラッグ体の合成に
取り組むこととした（Figure 12）。また、酵素による加水分解反応は基質の構造に加え、
基質が有する立体化学に影響を受ける事が一般的に知られており、半減期の違いは水
溶性補助基（R）の立体化学が影響する可能性が考えられる。そこで、L-アミノ酸、
D-アミノ酸を利用し立体の異なるプロドラッグの合成も併せて実施した。  
 
 
 
Figure 12. Structures of dicarboxylic acid (Asp or Glu)-type prodrugs of Plinabulin. 
 
 
	 プロドラッグ 36-38 はセリン型プロドラッグ 32 と同様に合成した（Scheme 9 and 10）。
L-アスパラギン酸ジ tert-ブチルエステル塩酸塩、L- 又は D-グルタミン酸ジ tert-ブチ
ルエステル塩酸塩（39-41）を出発原料とし、トリフルオロメタンスルホン酸アジドを
反応させることで、アジド体 42-44 を 92-96%の収率で得た。続く酸処理により、tert-
ブチルエステルを脱保護する事でアジド誘導体  45-47 を合成し、これらの化合物を精
製することなく次の反応に用いた。  
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Scheme 9. Synthesis of azide derivatives with dicarboxylic acid. 
 
	 前節と同様に、共通中間体であるアルキン体 17 に対して、合成したアジド誘導体
45-47 を CuAAC 反応に付したのちに、メタクリル酸系弱酸性イオン交換樹脂を用いて、
ジカルボン酸構造をナトリウム塩へと変換することで、ジカルボン酸構造を有するプ
ロドラッグとして、アスパラギン酸型プロドラッグ 36 および L-、D-グルタミン酸型
プロドラッグ 37, 38 を得た。  
 
 
 
Scheme 10. Synthsis of dicarboxylic acid-type prodrugs by the CuAAC reaction. 
 
 
	 合成したジカルボン酸型プロドラッグ 36-38 の飽和水溶液を解析することで水に対
する溶解度を評価した（Table 3）。ジカルボン酸構造を有するプロドラッグ 36-38 は
100 mg/mL 以上の極めて高い水溶性を示し、親化合物である Plinabulin（2, 溶解度  < 0.1 
µg/mL）と比して、100 万倍以上の水溶性改善を示した。極性官能基としてカルボン酸
と水酸基の双方を有するセリン型プロドラッグ体（32, 溶解度  = 6.38 mg/mL）と比較
しても約 16 倍水溶性が向上する結果となった。  
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Table 3. Water solubility and half-life of the prodrugs 36-38. 
 
 
 
 
	 前節と同様にブタ肝エステラーゼを用いた酵素加水分解反応を実施した。HPLC に
より酵素加水分解反応を経時的に観察した結果、副反応を起こすことなく目的とする
親化合物を再生した（Figure 13）。経時変化のグラフより半減期を算出したところ、
L-Glu体 37の半減期は 5.4 ± 0.2 h、D-Glu体 38の半減期は 9.0 ± 0.7 hと算出された（Table 
3）。L-グルタミン酸型プロドラッグ 37 の方が速く酵素による加水分解反応を受けると
いう結果になった。一般的に生体内に存在するアミノ酸は L 体であり、L-グルタミン
酸型プロドラッグの方が使用したブタ肝エステラーゼに認識されやすいため半減期が
短くなったものと考察できる。本プロドラッグの構造は加水分解を受けるエステルか
ら不斉点が離れているにも関わらず、エステラーゼによる加水分解反応に大きく影響
を与えることが明らかとなった。一方、高い水溶性を示した L-アスパラギン酸型プロ
ドラッグ体 36 の半減期は  12.0 ± 1.9 h となった。本プロドラッグ  36 は L-グルタミン
酸型プロドラッグ体 37 よりも１炭素短いことから、酵素に立体的に認識されやすく、
半減期が短くなると予想されたが、L-グルタミン酸型プロドラッグよりも大幅に延長
するという予想に反した結果が得られた。  
 
COONa
COONa
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Figure 13. HPLC chromatograms and time course of the hydrolysis of prodrug 36 by the 
porcine liver esterase. HPLC conditions are a linear gradient starting from 10% CH3CN in 
0.1% TFA aq. to 40% CH3CN in 0.1% TFA aq., over 30 min at a flow rate of 0.9 mL/min and 
detection at 230 nm. 
 
	 本評価に用いたブタ肝エステラーゼの詳細な三次元構造は解かれていないが、相同
性の高い（配列相同性：75%）34) ヒト肝エステラーゼの X 線結晶構造は知られている
（PDB: 1MX1, ヒトカルボキシエステラーゼ（EC3.1.1.1））35)。この X 線結晶構造より、
エステラーゼの活性中心でトリアッドを形成している Ser221、His468、Glu354 の周辺
の基質ポケットは多くの疎水性残基により形成されていることが明らかにされている。
今回、in vitro エステラーゼ試験に用いているのは種の異なるブタ肝エステラーゼでは
あるが、生体内ではコレステロールエステル、脂肪酸のような疎水性分子を基質 16) に
し、同様の働きをしていることから、同じように疎水性ポケットを形成していると考
えられる。そのため、極性基が水溶性補助基部位に、より密集したアスパラギン酸型
プロドラッグは疎水性ポケットへの親和性が低下し、半減期がグルタミン酸型プロド
ラッグよりも大幅に延長したものと考察した。実際に、他のプロドラッグ誘導体にお
いても水溶性が高い（極性が高い）ほど半減期が長くなる傾向が得られている（Table 
1 and 3）。   
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第五節	 小括  
 
	 第一章では、近年の医薬候補化合物群の特徴である難水溶性という性質を有する「チ
ューブリン重合阻害剤 Plinabulin（2, 溶解度  < 0.1 µg/mL）」の水溶性改善を目的とし
たプロドラッグの合成、およびその機能評価について述べた。水溶性プロドラッグの
合成において、保護基を用いずに水溶性構造を直接的に導入するため、クリックケミ
ストリーの一つである CuAAC 反応を適用した。その結果、Plinabulin の水溶性プロド
ラッグを 7 種合成することに成功した。本手法により合成したプロドラッグは導入す
る官能基の構造により、水溶性は大きく異なり（溶解度  0.0075-100 mg/mL）、ジカル
ボン酸誘導体 36-38 において特に高い水溶性を示した。  
	 これらのプロドラッグは in vitro の系において、エステラーゼにより加水分解され、
親化合物である Plinabulin を再生したことから、プロドラッグとして機能することが
示された。また、水溶性置換基の構造や立体化学がエステラーゼ加水分解反応の半減
期に大きく影響することが明らかとなった（t1/2 = 0.37-12 h）。すなわち、本プロドラ
ッグは導入する水溶性官能基を適当な構造とすることで、親化合物が再生するまでの
時間を調節できることが示唆された。  
	 現在、実施されている臨床試験における Plinabulin の供給濃度は 4 mg/mL であるこ
とから、本章において合成したプロドラッグは実用に耐えうるものであると考えられ
る。また、本プロドラッグ合成法は、CuAAC 反応をプロドラッグ合成に適用した初の
例である。DKP 環を修飾点としていることから、他の DKP 環構造を有する医薬候補
化合物 36) に関しても、同様の修飾法によりプロドラッグ化できるものと期待する。  
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第二章	 抗体結合ペプチドを用いた抗体-Plinabulin 複合体の創製  
 
序節  
 
	 第一章では CuAAC 反応を応用した Plinabulin の水溶性プロドラッグ合成研究を展開
した。合成したプロドラッグは導入する官能基（R）の構造を変更することで、容易
にその性質を変換する。そこで、R に抗体 Fc 部位に対して選択的に結合する性質を有
するペプチドを導入することで、抗体と複合体を形成する性質を有する腫瘍指向性プ
ロドラッグの創製が可能であると考えた（Figure 14）。すなわち、Plinabulin の抗体-薬
物複合体（Antibody-Drug Conjugate; ADC）への応用である。  
 
 
Figure 14. Noncovalent-type antibody drug conjugate by the antibody binding peptide. 
 
 
抗体薬物複合体（Antibody-drug conjugate; ADC）  
	 抗体薬物複合体（Antibody-drug conjugate; ADC）は、抗体の抗原特異性を利用し、
標的部位に薬剤を効率的に送達することを目的とした抗体医薬である。現在、承認を
取得している ADC は、Trastuzumab emtansine 48（T-DM1、カドサイラ ®）37) や
Brentuximab vedotin 49（アドセトリス®）38)、Gemtuzumab ozogamicin 50（マイロターグ
®）39)の三種類である（Figure 15）。また、抗体と放射性核種との架橋体である Ibritumomab 
tiuxetan（ゼヴァリン®）40)、Tositumomab-131I（ベキサール®、日本では未承認）41) も広
義には含まれる。現在もなお、世界各地で、50 種類以上の ADC の臨床試験が実施さ
れており 14)、今後更なる活躍が期待される医薬品の形態である。しかし、多くの ADC
に関する研究が実施されているにも関わらず、抗体の修飾法は様々であり 42)、ゴール
ドスタンダードとなるような手法はまだ確立されていない。  
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Figure 15. Structures of approved ADCs. 
 
 
ADC の一般的な調製方法は以下の例が上げられる。  
１ .	縮合剤や活性エステルを利用した抗体表面に露出している Lys 側鎖アミノ基に対
する非特異的な修飾 43) 
	 最も古典的かつ一般的な手法であり、Trastuzumab emtansine 48 はこの手法により調
製されている。抗体の Lys をランダムに修飾するため、修飾分子数および修飾部位の
制御が困難であり、生成物の均質性が低くなってしまうことは医薬品開発上の欠点で
ある。また、抗体の抗原認識部位に修飾が起きた場合は、抗体の機能低下が起きる可
能性が高い。  
 
２ .	天然の抗体が有する構造を試薬により改変し、生成した構造に対する選択的な修
飾 44) 
	 抗体ヒンジ部などに存在するジスルフィド結合を dithiothreitol（DTT）などの還元剤
により切断し、その露出した SH 基に対する選択的な修飾がよく行われる。Brentuximab 
vedotin 49 はこの手法により調製されている。また、過ヨウ素酸により、糖鎖構造を
酸化し、アルデヒドを生成した後、ヒドロキシルアミン化合物とオキシムライゲーシ
ョンによって架橋体を形成する手法も実施されている。本手法は比較的均質性の高い
ADC が得られるものの、煩雑な前処理が必要であることに加え、抗体自身の構造に影
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響を与えてしまうことから、抗体本来の機能（抗体としての安定性、 ADCC
（antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity）活性など）を低下させる可能性がある。  
 
３ .	抗体作成時にシステイン（チオール）や変異アミノ酸を遺伝子工学的に導入し、
その部位に対する選択的な修飾 45) 
	 本手法は、目的の部位に人為的に架橋可能な構造を導入できるため、均一性高く
ADC を得ることができる。天然以外のアミノ酸をタンパク質中に導入する手法も広く
研究されている。しかし、抗体の遺伝子配列自体に変異を入れる必要があり、さらに、
本手法は使用したい抗体の遺伝子をオーダーメイドで改変しなければならず、汎用性
の面やコストの面で問題が残されている。  
 
４ . 酵素により抗体表面に存在する基質配列に対する修飾 46) 
	 transglutaminase を用いた手法が報告されている。直鎖脂肪鎖のアミノ基と抗体上の
基質配列を有するグルタミン側鎖を縮合することができる。しかし、現在、報告され
ている手法では、抗体のアミノ酸配列を酵素認識配列へと変換する必要があるため、
項目 3 で挙げた問題点が共通する。  
 
上記のように抗体修飾法は、いまだ完成された技術では無く、改善すべき点を有し
ている。理想的な抗体修飾法は、１）抗体修飾部位が一定であり、２）抗体の抗原結
合能に影響を与えず、３）還元などの前処理や遺伝子改変などを必要としないもので、
さらには、４）様々なサブクラスの抗体へも応用可能なものである。  
 
 
抗体結合ペプチド  
	 抗体 Fc 部位に特異的に結合する分子はいくつか知られており、Protein A が代表的
である。47) Protein A は Staphylococcus aureus の細胞壁を構成するタンパク質であり、
抗体結合能を有することからアフィニティーカラムとして抗体精製によく利用されて
いる。47b) 508 残基のアミノ酸から成る Protein A は、５つの抗体結合ドメイン（A、B、
C、D、E domain）を有しており、それぞれ異なる抗体結合特性を示す。特に、B-domain
（58 残基）に関しては盛んに研究されており、ビオチンやナノ粒子、蛍光色素などと
架橋体を形成することで、これら化合物と抗体との複合体形成に利用されている。48) 
また、Braistead らは、 1996 年に B-domain から誘導された化学的により安定な
Z-domain49)の構造をファージディスプレイ法により最適化することで、ヒト IgG1 への
高い結合活性を有する Z33 ペプチド（Kd = 8.2 nM, in house data, FNMQQQRRFYEAL- 
HDPNLNEEQRNAKIKSIRDD）を見出した（Figure 16）。50) 
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Figure 16. Structural models of the Z33 peptide binding to human IgG1 on the basis of 
cocrystal of its perent peptide, B-domain, and human IgG1 (PDB: 1FC251), 2IG252)). Z33 
peptide was shown as a white ribbon. 
 
 
	 33 残基のアミノ酸からなる Z33 ペプチドは、その比較的小さい構造から固相ペプチ
ド合成法により化学合成可能であり、扱いやすい分子ツールである。そこで、前章で
検討した  Plinabulin の水溶性プロドラッグにおいて、水溶性置換基部位（R）の代わ
りに Z33 ペプチドを導入することで、Fc 部位選択的に結合する性質を有する Plinabulin
プロドラッグ誘導体を得られるものと考えた。本プロドラッグは単に抗体と混ぜるの
みで、抗体 Fc 部位へ非共有結合的ではあるが選択的に結合し、ADC を形成すること
が期待される。すなわち腫瘍指向性を付与したプロドラッグを創製できるものである。
まず初めに、Z33 ペプチドの N 末端または C 末端に Plinabulin 構造を架橋した 51 また
は 52 の合成を計画した（Figure 17）。  
 
 
 
Figure 17. Structures of Plinabulin prodrugs for the formation of noncovalent-type 
antibody-drug conjugate (ADC). 
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第一節	 Plinabulin-抗体結合ペプチド架橋体の合成  
 
	 抗体 Fc 部位結合ペプチドを介した抗体との複合体形成による Plinabulin の腫瘍指向
性付与を目的として、CuAAC 反応による Plinabulin と Z33 ペプチドの架橋体 51, 52 の
合成を実施した。Z33 ペプチドの N 末端または C 末端にアジドリジン 53) を挿入した
ペプチド（K(N3)Z33 または Z33K(N3)）を Fmoc（9-fluorenylmethyloxycarbonyl）固相ペ
プチド合成法 54) により合成した（Figure 18）。合成したペプチドの CD スペクトルを
測定したところ、207 nm と 222 nm に負の極大を示したため、α-helix 構造 55) をとっ
ていることが示唆されたが、C 末端を修飾したペプチドである Z33K(N3)では helix 性
の向上が確認された（Figure 19）。  
	 各ペプチドの抗体に対する結合能の評価は、表面プラズモン共鳴法（Surface plasmon 
resonance, SPR）により行なった。センサーチップ上に固定化した抗 HER2 抗体
（Herceptin, human IgG1）に対する解離定数（Kd）および速度定数（kon, koff）を評価し
た（Table 4）。N 末端を修飾した場合、Z33 ペプチドとほぼ同等の性質を示したが（Entry 
2）、C 末端を修飾した際には解離、結合速度定数のどちらも早くなる結果が得られた
（Entry 3）。CD スペクトルの結果も含めると、N 末端修飾の方が Z33 ペプチド本来の
機能への影響が小さいことが示唆された。  
 
 
	 	 Z33:      FNMQQQRRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKSIRDD 
	 	 K(N3)Z33:      FNMQQQRRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKSIRDDK(N3) 
	 	 Z33K(N3): K(N3)FNMQQQRRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKSIRDD 
 
Figure 18. Sequences of Z33 derivatives containing an azide. K(N3): azido-lysine. 
 
 
Table 4. Binding kinetics of the Z33 derivatives consisting of azido-lysine against Herceptin 
(human IgG1) 
Entry Compd. kon (1/Ms x 106) koff  (1/s x 10-3) Kd (nM) 
1 Z33 2.06 ± 0.003 16.9 ± 0.03 8.2 ± 0.02 
2 K(N3)Z33 2.06 ± 0.006 17.2 ± 0.05 8.3 ± 0.03 
3 Z33K(N3) 2.94 ± 0.005 24.3 ± 0.04 8.3 ± 0.02 
Herceptin (2000 RU) was immobilized onto a CM5 sensor chip. K(N3): azido-lysine. 
The values represent mean ± S.E. 
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Figure 19. Circular dichroism (CD) spectra of Z33 derivatives. 
 
	 続いて、アルキン 17 と K(N3)Z33 または Z33K(N3)を基質として CuAAC 反応を行う
ことで、Z33-Plinabulin（51）、Plinabulin-Z33（52）の獲得をめざした（Scheme 11）。
しかし、これまでの反応条件においてクリック反応を実施したところ、反応溶液がゲ
ル化する現象が観察され、目的とする架橋体を得ることができなかった。この原因は、
Plinabulin 誘導体 17 とペプチドの二つの化合物が極度に異なる物理化学的性質（主に
溶解性）を有していることから、同一溶媒系での反応が困難であったと考察した。  
 
 
Scheme 11. Failed synthesis strategy using the CuAAC reaction.  
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第二節	 固相ジスルフィド架橋法（SPDSL）  
 
	 前節において、Plinabulin と Z33 ペプチドの架橋体を得るために CuAAC 反応を実施
したが、架橋する二つの化合物の溶解性などの性質が大きく異なるため、同一溶媒系
での反応が困難であった。そのため、Plinabulin と Z33 ペプチドの架橋体を獲得する
には、反応基質の溶媒への溶解性によらない合成手法が必要である。そこで、筆者は
所属研究室で独自に開発した 3-nitro-2-pyridyl sulfenyl（Npys）構造 56) を利用した固相
担持型ジスルフィド架橋試薬 5357) に着目した。  
	 Npys は一般的にチオールの保護基として利用されており、そのクロロ化体（54）
はチオールやスルフィド化合物と反応することで、ジスルフィド化合物 55 となる。こ
のジスルフィドは活性ジスルフィドとして働くことが知られており、他のチオールが
存在すると選択的にジスルフィド交換反応が進行し、架橋体 56 を形成する（Scheme 
12）。56) 筆者の所属する研究室では、活性ジスルフィド構造がチオール選択的に反応
する性質を利用した固相担持型のビオチン標識試薬（KSH-1）やオクタアルギニン標
識試薬（KSH-2）を報告している。58) 
 
 
 
Scheme 12. 3-nitro-2-pyridyl sulfenyl (Npys) group. 
 
 
	 また一方で、この Npys 構造を樹脂上に担持した Npys-Cl 樹脂 53 を利用することで、
ペプチド間のジスルフィド架橋反応を行なった後に、主鎖アミド結合を形成する新し
いジスルフィド先導型のペプチド合成手法を報告した。57) 本樹脂 53 は固相担体とし
て両親媒性の PEG resin “ChemMatrix® resin” 59) を用いていることから、水系溶媒、有
機溶媒のどちらの反応においても使用可能である。すなわち、溶解性の大きく異なる
化合物同士の架橋反応に適用できる可能性を有している。そこで、固相担持試薬 53
を用いた固相ジスルフィド架橋法（Solid-Phase-assisted DiSulfide Ligation, SPDSL）に
よる Plinabulin と Z33 ペプチドの架橋体合成を考案した。  
	 Figure 20 に SPDSL の概略図を示す。Npys-Cl 樹脂 53 は Npys-Bn 樹脂 57 に対し、ク
ロロスルフェニル化することにより調製できる。57) SPDSL の一段階目として、難水溶
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性の薬物（Drug; Plinabulin）のスルフィド誘導体を有機溶媒中において、Npys-Cl 樹脂
53 と反応させることで、活性ジスルフィド構造を有する樹脂  58 とする。その後、水
系溶媒中において、チオール含有水溶性化合物（Peptide-SH; Z33 ペプチド）とジスル
フィド交換反応を行うことで、反応基質の物性に寄らず、難水溶性化合物と水溶性化
合物のジスルフィド架橋体 59 の合成が可能であると考えた。本反応は樹脂を介する反
応であるため、一段階目と二段階目における反応溶媒の置換が容易に達成できる特徴
を有している。そこで、本 SPDSL 反応により Plinabulin と Z33 ペプチドのジスルフィ
ド架橋体を合成することとした。  
 
 
 
Figure 20. Solid-phase assisted disulfide ligation (SPDSL). 
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第三節	 固相ジスルフィド架橋法による Plinabulin-抗体結合ペプチド架橋体の合成  
 
	 固相ジスルフィド架橋法（SPDSL）は、スルフィドとチオールを有する化合物間を
架橋する反応である。そのため、Plinabulin のスルフィド誘導体およびチオール含有
Z33 ペプチドを反応基質として合成する必要がある。Plinabulin のスルフィド誘導体
62 は、第一章における合成中間体である Plinabuin のアルキン誘導体 17 に対し、別途
合成した  (2-azidoethyl)(4-methoxybenzyl)sulfane 61 を CuAAC 反応に付すことにより
62%の収率で合成した（Scheme 13）。チオール含有 Z33 ペプチドは、第一節における
知見を基に修飾点を N 末端と定め、Fmoc 固相ペプチド合成法によりグリシンを介し
てシステインを導入した Cys-Gly-Z33 を合成した。また抗体に対する結合能を示さな
いネガティブコントロールとして Z33 の逆配列を有する Cys-Gly-Z33(retro)も合成した
（Figure 21）。  
 
 
 
 
Scheme 13. Synthesis of sulfide derivative of Plinabulin 62. 
 
 
Cys-Gly-Z33 H-CGFNMQQQRRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKSIRDD-NH2 
Cys-Gly-Z33(retro) H-CGDDRISKIKANRQEENLNPDHLAEYFRRQQQMNF-NH2 
 
Figure 21. Building blocks for the solid-phase assisted disulfide ligation (SPDSL). 
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	 Scheme 14 に示すように、固相ジスルフィド架橋法（SPDSL）を実施した。5 当量の
Npys-Bn 樹脂 57 を塩化スルフリルにより活性化し、Npys-Cl 53 とした後、スルフィド
62 をアセトニトリル中で反応させた。HPLC で反応を追跡したところ、一時間後には
反応溶液中のスルフィド 62 が消失し、代わりに p-methoxybenzylalcohol のピークが観
察された（Figure 22A）。すなわち、Plinabulin 構造が活性ジスルフィドとして固相上
に担持され、樹脂 63 を形成したと考えられる。樹脂 63 を CH3CN および H2O で洗浄
後、H2O/DMF = 1 : 1 溶媒に溶解した Cys-Gly-Z33 を加えることでジスルフィド交換反
応を行った。反応の継時変化を Figure 22B に示す。出発物質である Cys-Gly-Z33 のピ
ークが時間の経過により徐々に減少し、20 h 後には消失した。いくつかの副生成物が
観察されるものの、Plinabulin-SS-Z33（64）架橋体のピークが新たに現れた。反応後
の樹脂を濾去したのちに、HPLC にて精製することで目的である架橋体 64 を収率 29%
で得た。また、Cys-Gly-Z33(retro)の架橋体 65 を同様の方法により 29%の収率で合成
した。  
 
 
 
Scheme 14. Synthesis of Plinabulin-SS-Z33 (64) by the SPDSL. 
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Figrue 22. HPLC analysis of A) the loading of sulfide derivative 62 to the resin (first step) 
and B) formation of Pliabulin-SS-Z33 64 by the disulfide exchange reaction (second step). 
HPLC conditions are a linear gradient starting from A) 5% CH3CN in 0.1% aqueous TFA to 
85% CH3CN in 0.1% aqueous TFA or B) 10% CH3CN in 0.1% aqueous TFA to 50% CH3CN 
in 0.1% aqueous TFA, over 40 min at a flow rate of 0.9 mL/min and detection at 230 nm. 
*unidentified byproduct. 
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第四節	 Plinabulin-SS-Z33 架橋体の機能評価  
 
	 架橋体 64, 65 の二次構造を CD スペクトルにより解析した（ Figure 23）。
Plinabulin-SS-Z33 64 と Plinabulin-SS-Z33(retro) 65 のどちらも Z33 ペプチドと同様に
207 nm および 222 nm に負の極大を有していることから、a-helix 構造であることが示
唆されたが、Z33 ペプチドと比較すると若干の変化を示した。しかし、Reed の式 60) に
基づきa-helix 性を算出したところ、Z33 ペプチド（25%）と Plinabulin-SS-Z33 64（24%）
は、同程度のa-helix 性であった。  
	 抗体 Fc 部位への結合能を表面プラズモン共鳴法により評価した結果を Table 5 に示
す。Sensorgram を 1:1 binding model で解析した結果、架橋体 64 は Kd = 46.6 nM の抗体
結合能を示した。元の Z33 ペプチド（Kd = 8.2 nM）と比較すると、劣るものの、抗体
結合能を有する Plinabulin 架橋体の獲得に成功した。すなわち抗体と Plinabulin の非共
有結合的な複合体が得られたことが示唆された。一方で、ネガティブコントロールと
して合成した架橋体 65 は期待通り抗体に対して親和性を示さなかった。  
 
 
Figure 23. Circular dichroism (CD) spectra of Z33 derivatives. 
 
 
 
 
-20000
-15000
-10000
-5000
0
5000
10000
15000
20000
25000
190 200 210 220 230 240 250
Z33
KPU-SSZ33
Pli-SS-Z33retro
wave length (nm)
[q
] d
eg
 c
m
2 /d
m
ol
Z 3
linabulin-SS-Z33 64
Plinabulin-SS-Z33(retro) 65
 
 
 
 
40 
Table 5. Binding kinetics for Herceptin (human IgG1 antibody). 
Compd. kon (1/Ms x 106) koff (1/s x 10-3) Kd (nM) 
Z33 2.06 ± 0.003 16.9 ± 0.03 8.2 ± 0.02 
Cys-Gly-Z33 1.13 ± 0.006 5.2 ± 0.03 4.6 ± 0.04 
Plianbulin-SS-Z33 (64) 0.13 ± 0.001 6.0 ± 0.05 46.6 ± 0.5 
Plianbulin-SS-Z33(retro) (65) N.B. N.B. N.B. 
N.B.: no binding 
 
	 架橋体 64 による ADC の形成が示唆されたため、抗体として Herceptin（抗 HER2 抗
体）を用い、SKBR-3（HER2 過剰発現ヒト乳がん細胞）および MCF-7（HER2 低発現
乳がん細胞）に対する殺細胞活性を評価した。96 well plate 中で抗体と架橋体 64 を事
前に混ぜ、1 h、37 ºC でインキュベートする事で ADC を形成させた後、5000 cells/well
の細胞に対して添加し、37 ºC でインキュベートした。72 h 後、WST-1 試薬を加え、
吸光度を測定する事で細胞生存率を算出した。ここでは、通常の FBS よりも IgG 含量
の少ない Supper Low IgG FBS を用いることで、よりシンプルな評価系とした。その結
果を Figure 24 に示す。SKBR-3 細胞において、Plinabulin-SS-Z33 64 単独、または
Herceptin 単独と比較して、どちらも添加することで非共有結合的な ADC を形成させ
た際に有為な細胞毒性を示した（Figure 24A）。一方で、抗原発現量の少ない MCF-7  
 
 
Figure 24. Cytotoxicity of Noncovalent-type ADC, complex of hybrid molecule 64 and 
Herceptin, against (A) SKBR-3 cells and (B) MCF-7 cells using the medium containing 10% 
of super low IgG FBS. n.s.: not significant, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005. Data (n = 3) 
are shown as means ± SD. 
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細胞に対しては、一切の毒性を示さなかった（Figure 24B）。親化合物である Plinabulin
はどちらの細胞に対しても非選択的な殺細胞活性を示していることから、架橋体 64
は抗体依存的な殺細胞活性を示し、腫瘍指向性プロドラッグとして機能したことが示
唆された。  
	 Figure 24 において、架橋体 64 の抗原選択的な細胞毒性は示されたものの、Herceptin
単独または架橋体単独においても SKBR-3 細胞に対して、殺細胞活性を示しているこ
とから、相加的な効果である可能性が拭いきれない。そこで、筆者は Nahta らの手法
61) に従い Herceptin に耐性を有する SKBR-3 細胞（SKBR-3HR）を作製した。すなわち、
SKBR-3 細胞を 8 µg/mL の Herceptin 含有培地で３ヶ月間継代することで、Herceptin に
耐性を有する SKBR-3 細胞（SKBR-3HR）を獲得した。耐性の機序については不明で
あるが、Flow cytometry（Figure 25）により細胞表面の HER2 抗原量を測定したところ、
HER2 抗原のダウンレギュレーションが起きておらず、抗原発現量が維持されている
ことを確認した。  
 
 
Figure 25. Flow cytometric analysis of HER2 antigen expression in SKBR-3, SKBR-3HR 
and MCF-7 cells. The expression of HER2 is shown as a solid line. The gray area indicates 
the negative control. 
 
 
	 SKBR-3HR 細胞に対し、殺細胞活性評価を行なった（Figure 26）。本評価系において
は通常の IgG 含有の FBS を用い、ネガティブコントロールとして合成した抗体への結
合能を示さない Plinabulin-SS-Z33(retro) 65 についても同様に殺細胞活性評価を実施し
た。SKBR-3HR は SKBR-3 と比較して、Herceptin 単独での細胞生存率が期待通り向上
した。一方で、Herceptin と架橋体 64 を共存させた場合において、通常の SKBR-3 細
胞に対しても観察されたように殺細胞活性の増強が確認できた（p < 0.005）。すなわち、
相加的な活性ではなく、架橋体 64 が抗体と複合体を形成することによって引き起こし
ている活性である。また、抗体結合能を持たない Plinabulin-SS-Z33(retro) 65 では、殺
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細胞活性の向上がほとんど見られなかったことから、架橋体 64 は抗体結合ペプチドの
抗体親和性に依存して、殺細胞活性を示していることが示唆された。  
 
 
Figure 26. Cytotoxicity of Noncovalent-type ADC, complex of hybrid 64 or its 
retro-sequenced derivative 65, against SKBR-3HR cells using the medium containing 10% of 
normal FBS. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005.  
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第五節	 他の抗体への応用  
 
	 抗体の isotype の違いによる影響を評価すべく、anti-CD71 antibody（mouse IgG2a）で
ある 6E1 抗体 62) を用い、前節と同様の評価を実施した（Table 6）。表面プラズモン共
鳴法により、6E1 抗体への結合能を評価したところ、Plinabulin-SS-Z33 架橋体 64 は
Kd ＝  4.5 µM と低い値を示した上、Z33 ペプチド自体も親和性は低いものであった（Kd 
＝  240 nM）。Protein A は mouse IgG に強く結合するとされているが 47c)、Z33 ペプチド
の元となった B-domain は mouse IgG に対する結合力がすでに弱いことが知られており、
63) その性質を Z33 ペプチドも有していることが明らかとなった。  
	 human IgG1 と mouse IgG2a の Fc 部位の構造の違いを X 線結晶構造（PDB: 1FC251), 
3ZO064)）を基にした分子モデリングにより比較し、Z33 ペプチドの親和性の違いにつ
いて考察した。これらの抗体における Z33 ペプチド結合部位周辺の配列相同性は比較
的高いものであった（配列相同性：61%）。続いて、抗体表面の電荷を分子モデリング
ソフト（MOE, Molecular Operating Environment）により解析した結果を Figure 27 に示
す。赤色が負の電荷であり、青色が正の電荷、緑色が疎水領域を示している。human IgG1
では 315 番目のアミノ酸がアスパラギン酸であり、負電荷（赤色）が抗体表面に存在
しており、Z33 ペプチドの 24 残基目のアルギニンと静電的な相互作用を形成している
（Figure 27 左）。一方、mouse IgG2a において対応するアミノ酸残基は中性のセリンに
なっており、この電荷が消失している（Figure 27 右）。そのため、Z33 ペプチドとの
相互作用が弱くなり、親和性の低下を招いたとが考察した。  
 
 
Table 6. Binding kinetics for 6E1 (mouse IgG2a) antibody. 
  kon (1/Ms x 106) koff (1/s x 10-3) Kd (nM) 
 Z33 0.67 ± 0.006 162 ± 0.75 240 ± 2.4 
 Cys-Gly-Z33 0.38 ± 0.004 50 ± 0.27 130 ± 1.6 
 Plinabulin-SS-Z33 (64) N.D.a N.D.a 4500 ± 560b 
aN.D.: not determined, bcaluculated by steady state analysis. 
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Figure 27. Structural models of the Z33 peptide binding to human IgG1 (left) and mouse 
IgG2a (right). Modeling study was performed on the basis of X-ray co-crystal data between 
human IgG1 and B-domain of protein A (PDB: 1FC2)51) and at the Z33 binding site of mouse 
IgG2a (PDB: 3ZO0)64) using MOE software. Z33 peptide is shown as blue (left) and magenta 
(right) ribbons. Antibody surface is shown in red (negative charge), blue (positive charge) and 
green (hydrophobic core) colors. 
 
	 架橋体 64 は 6E1 抗体との親和性は弱いものの抗体-架橋体間の相互作用は確認でき
たことから、前節と同様に細胞実験を実施した（Figure 28）。細胞は CD71 抗原を発現
しているヒトメラノーマの A375 細胞を用いた。本細胞は、SKBR-3 や MCF-7 細胞と
比較して細胞の増殖が早いため、化合物で処理した後、24 h で WST-1 試薬による細胞
生存率の評価を行なった。6E1 抗体は Herceptin と異なり抗体単独では殺細胞活性を示
さないことが知られている。62) 架橋体 64 による殺細胞活性が若干観察される濃度域
において、評価を行なったところ、6E1 抗体の添加時において、その殺細胞活性の向
上が観察された。すなわち、弱い抗体親和性であっても、架橋体 64 は 6E1 抗体と非
共有結合的な抗体薬物複合体を形成し、抗原選択的な殺細胞活性を示した。  
 
 
Figure 28. Cytotoxicity of NC-ADC, complex of hybrid 64 and 6E1 against A375 cell. n.s.: 
not significant, ***p < 0.005. Data (n = 3) are shown as means ± SD.  
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第六節	 小括  
 
	 第二章では、Plinabulin（2）への腫瘍指向性の付与を目的として、抗体結合ペプチ
ド（Z33）による抗体と非共有結合的な複合体形成を目指した。第一章と同様に CuAAC
反応により Plinabulin と抗体結合ペプチドの架橋体合成を試みたが、これらの化合物
は物性が大きく異なるため、同時に溶解できる溶媒がなく、通常の液相法による架橋
体合成は困難であった。そこで、Npys-Cl 樹脂 53 を用いた固相ジスルフィド架橋法
（SPDSL）を開発することで、Plinabulin-SS-Z33 架橋体 64 を獲得することに成功した。
得られたジスルフィド架橋体 64 は抗体と複合体を形成し、非共有結合型の ADC を獲
得することに成功した（human IgG1 : Kd = 46.6 nM, mouse IgG2a : Kd = 4.5 µM）。この ADC
は in vitro の評価系において、抗体単独や架橋体 64 単独と比較して、より強い細胞毒
性を発揮し、抗体依存的な殺細胞活性を示した。すなわち、抗体と架橋体を単に混合
するだけという簡便な手法により、抗体薬物複合体を形成することに成功し、架橋体
64 は腫瘍指向性プロドラッグとして機能することが示唆された。  
 
	 以上のように、抗体結合ペプチドを用いた Plinabulin の非共有結合型 ADC は、in vitro
系での評価において抗原選択的な殺細胞活性を示したが、生体内では抗体から解離す
る可能性があるため、その実用性に関しては未知である。しかし、抗体と共存させる
ことで複合体を容易に形成するという特徴を有していることから、例えば、患者に投
与する直前に架橋体 64 を抗体に混注することで、異なる標的に作用する複数の抗体と
ADC を形成できたり、抗体と薬物を別々に投与することで、体内において ADC を形
成したりといったことも可能になるかもしれない。また、一方で、抗体結合ペプチド
の構造中に近接時のみに反応する官能基を導入することで、Fc 部位特異的に共有結合
的に薬物を担持することも可能である。実際、いくつかの研究グループでこのような
展開が実施されていることから 65)、今後も抗体結合ペプチドを用いた抗体薬物複合体
の研究が幅広く展開されることを期待する。  
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第三章  固相ジスルフィド架橋法による難水溶性薬物-水溶性化合物の架橋体合成  
 
序説  
 
	 第二章での架橋体合成において経験したように、物理化学的な性質（特に反応溶媒
への溶解性）が高度に異なる化合物同士の反応は困難な場合がある。66) 一般的な有機
反応は適切な反応溶媒を用いる必要があり、溶媒の選択が間違っていたり、反応基質
が溶媒に適していなかったりする場合に反応は進行しない。溶解性の異なる化合物同
士を反応させる場合、二つの基質および試薬が溶解可能な混合溶媒を探索し使用する
ことや、相間移動触媒などを利用し水層と有機層の二層系での反応が検討される
（Figure 29A）。しかし、莫大な数の条件検討が必要になる場合や、結局のところ合成
できない場合も考えられる。近年では、抗体薬物複合体（Antibody-drug conjugate, ADC）
15) やペプチド薬物複合体（Peptide-drug conjugate, PDC）16) のみならずケミカルバイオ
ロジー分野においても、水溶性の乏しい小分子とペプチドやタンパク質といった水溶
性の高分子との架橋体合成が実施されており 67)、物性の大きく異なる物同士の反応の
需要は高まっている。  
 
 
Figure 29. Conjugation reaction between hydrophobic and hydrophilic components: A) in 
solution-phase and B) via solid-phase. 
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	 第二章で考案した固相ジスルフィド架橋法（ SPDSL）は両親媒性の固相担体  
ChemMatrix® resin を介した one-pot 二段階反応である（Figure 29B）。本手法は、固相
担体を介した新しい架橋体合成手法であり、反応を固相上で行うことで、基質に適し
た溶媒系を選択することができる。すなわち、このコンセプトに基づき反応を検討す
ることで、これまでに合成困難であった架橋体も得られる可能性がある。本技術の確
立は今後の医薬品開発を目指した架橋体合成における発展の一助となることが期待さ
れるものの、汎用性および適応可能な反応条件に関する知見が少ない。そこで、本章
では難水溶性薬物 -水溶性ペプチド架橋体の合成を介して反応条件の最適化を実施す
ることとした。  
 
	 反応の条件検討に際して、反応基質として難水溶性薬物である Plinbulin と水溶性ペ
プチドであるオクタアルギニン（Arg8）を選択した。オクタアルギニンは、8 つのア
ルギニン残基から構成される細胞膜膜透過ペプチド（Cell pernetrating peptide, CPP）で
あり、高度に水溶性であることが知られている。68) まず初めに、アジド基を有するオ
クタアルギニン 66 を合成後、液相系での一般的な架橋法である CuAAC 反応を行なっ
た（Scheme 15）。しかし、この反応は進行せず目的である架橋体 67 を得ることはでき
なかった。すなわち、Plinabulin とオクタアルギニンの架橋体は液相で合成困難な分子
であり、SPDSL 法の有用性の証明に適したモデル化合物である。  
 
 
Scheme 15. Failed synthetic strategy of plinabulin-octaarginine conjugate by CuAAC 
reaction. 
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	 SPDSL 法は、基質がスルフィド誘導体とチオール含有化合物でなければならないこ
とから、それぞれの反応基質を合成した。第二章で用いた Plinabulin の p-methoxybenzyl 
sulfide 誘導体 62 は HPLC における精製中においても分解が進行するほど安定性に乏
しく、低温での保存においても徐々に分解することから、反応条件を検討する上で適
していない。そこで、チオールの保護基をより嵩高い t-butyl へと変更した誘導体 68
を合成することとした。  
	 まず、2-メルカプトエチルアミン塩酸塩 69 のチオールを tBu 基で保護し、化合物
70 とした後に、アミンをアジドへと変換することでスルフィド構造を有するアジド誘
導体 71 を合成した（Scheme 16）。得られたスルフィド 71 とアルキン体 17 をこれまで
と同様の条件で CuAAC 反応を行い、HPLC にて精製を行なった。本反応において、
出発物質であるアルキン体 17 と生成物 68 の逆相 HPLC における分離が十分ではない
ため、収率は低いものとなったが、Plinabulin のスルフィド誘導体（68）を 16%の収率
で合成した（Scheme 16）。本化合物は精製過程および  –20 ºC での保管において少な
くとも１ヶ月は安定であったことから、反応条件の検討に用いることとした。一方で、
SPDSL 反 応 の 二 段 階 目 に 用 い る チ オ ー ル 含 有 オ ク タ ア ル ギ ニ ン ペ プ チ ド
（Ac-Arg8-Acp-Cys-NH2, 72）は Fmoc 固相ペプチド合成法により合成することで、30%
の収率で得た。	
 
 
  
Scheme 16. Synthesis of sulfide derivative of Plinabbulin 68. 
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第一節	 活性ジスルフィド体合成における条件検討（First step）  
 
	 SPDSL 反応の一段階目として、合成した Plinabulin スルフィド誘導体 68 と Npys-Cl
樹脂 53 との反応における至適溶媒を検討した（Table 7）。分析 HPLC を用いて反応 1
時間後におけるスルフィド  68 の消失率より反応効率を評価した。その結果、CH3CN、
CH2Cl2、CHCl3 を溶媒として用いた際にスルフィド 68 は反応一時間後に溶液中から完
全に消失した（Table 7, Entry 1-3）。すなわち、溶液中のスルフィド 68 が樹脂と反応し、
Plinabulin 担持樹脂 63 が得られた。一方で、DMF やメタノールのような溶媒を用いた
場合の消失率は低いものであった（Entry 4, 6）。  
 
 
Table 7. Reaction conditions for the first step of the SPDSL reaction. 
 
 
 
Entry Solvent Resin (eq.) a Disappearance level of 68 (%)b DN (kcal/mol) c 
1 CH2Cl2 5 100 1 
2 CHCl3 5 100 4 
3 CH3CN 5 100 14.1 
4 CH3OH 5 64 19 
5 THF 5 74 20 
6 DMF 5 42 26.6 
7 DMSO 5 80 30.9 
8 CH3CN 2 98 14.1 
9 CH3CN 1.1 80 14.1 
aEq. of resin 57 against sulfide 68, bThe disappearance level was calculated by the 
following formula; (1 - [peak area of 68 after 1h]/[peak area of 68 at 0 h] x 100), cDonor 
number.69) 
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	 Table 7 の結果に関して、代表的な溶媒パラメーターとしてドナー数（Gutmann’s 
donor number, DN）69)、アクセプター数（Gutmann’s accepter number, AN）69a)、誘電率
70) についての相関を調べた（Figure 30）。その結果、AN や誘電率では相関が得られな
かったのに対して、DN において負の相関が得られることが明らかとなった（Figure 
30A）。DN はルイス塩基性の指標でありカチオンの安定化に寄与する。推定される反
応機構（Scheme 17）では、スルフィド 68 の硫黄原子が樹脂上の Npys-Cl の硫黄原子
を攻撃することで反応が始まる。その後、スルフリルカチオン中間体となり、tBu カ
チオンが脱離することで、反応が進行する。通常、硫黄原子に結合する tBu 基の脱離
は起きにくく、親硫黄性の極めて高い水銀などを添加することで初めて脱離する保護
基である。71) そのため、用いる溶媒の DN が高いほど、スルフリルカチオン中間体が
安定化され、tBu 基の脱離が生じにくく、反応効率が低下する結果が得られたものと
考察している。一方で、DMSO が近似直線から外れた性質を示すが、他の溶媒との大
きな違いは DMSO の硫黄原子がソフトな求核性を有することである。実際にスルホキ
シドを添加することで tBu の脱離が促進されるということがこれまでに報告されてい
ることから、この性質が何かしらの影響を与えていることが考えられる。72) 
 
 
Figure 30. Relationship between disappearance level of 68 in the first step and (A) 
Gutmann’s donor number69), (B) Gutmann’s accepter number69a), (C) relative permittivity70). 
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Scheme 17. Reaction mechanism of first step via a sulfuryl cation intermediate. 
 
	 また、これまでに筆者の研究室が報告している 90%ギ酸水溶液中における Npys-Cl
樹脂 53 を用いたペプチド間の架橋反応では 5 当量の樹脂 57 が必要とされていた。57)
しかし、アセトニトリル溶媒中では樹脂の使用量を 2 当量まで下げても反応が完結す
ることが明らかとなった（Table 7, entry 8 and Figure 31）。含水条件では、系中に存在
する水が樹脂上の Npys-Cl を徐々に水解させてしまっているため過剰量が必要となっ
たと考察している。SPDSL 反応は one-pot 反応であるため、次節の Second step の条件
検討においては、CH3CN 溶媒によって得た樹脂 63（Table 7, Entry 3 or Entry 8）を用い
ることとした。  
 
Figure 31. HPLC conditions are a linear gradient starting from 5% CH3CN in 0.1% aqueous 
TFA to 85% CH3CN in 0.1% aqueous TFA, over 40 min at a flow rate of 0.9 mL/min and 
detection at 230 nm.  
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第二節	 ジスルフィド交換反応における条件検討（Second step）  
 
	 前節の検討で得られた Plinabulin 担持樹脂 63（第二節、Table 7, Entry 3 or Entry 8）
をアセトニトリル、および水で洗浄後、第二段階である水系溶媒中でのジスルフィド
交換反応の条件を検討した（Scheme 18）。チオール含有オクタアルギニンペプチド
（Arg8-SH, 72）はスルフィド 68 に対して 0.9 当量使用した。反応溶媒には生成物を溶
解するために、架橋体 73 の逆相 HPLC における溶出濃度である 40%アセトニトリル
水溶液を用いた。  
 
 
 
Scheme 18. Second step reaction of the SPDSL reaction. 
 
 
	 まず初めに、pH 非調整条件である 40% CH3CN/H2O 溶媒における反応を実施した。
しかし、この反応の進行には時間がかかり、3 時間時点において HPLC 上で目的物が
7%生成しているが（Table 8, Entry 1）、5 日経過しても反応は完結しなかった。また、
長時間の水溶液中での反応により、Plinabulin プロドラッグのエステル構造が加水分解
され、親化合物の再生が観察された。プロドラッグは親化合物を再生する機構を有し
ており、不安定であるため、本反応の速度を速める必要がある。そこで、水系溶媒を
緩衝液へと変更することで、pH を調節し、反応の加速を図った。  
	 緩衝液（50 mM sodium acetate（pH3.8, 4.5, 5.0 and 5.6）or 50 mM sodium phosphate
（pH7.4））：CH3CN ＝  3：2 の各溶媒条件で反応を行い、分析 HPLC により反応 3 時
間後における化合物 73 の HPLC 収率から反応効率を評価した（Table 8）。その結果、
pH5.0 acetate buffer では樹脂 2 当量、樹脂 5 当量どちらも反応 3 時間後に HPLC 上で
ペプチドのピークが消失し、高い反応効率により目的物が得られた（Figure 32A, Table 
8, Entry 4 and 9）。樹脂 5 当量では pH 依存性を確認することができたが樹脂 2 当量で
はその性質はほとんど消失した（Figure 33）。また、pH7.4 での反応では目的物の収率
が芳しくないものの、チオールフリーのペプチド（Arg8-SH）も消失する結果となった
（Figure 32B, Table 8, Entry 6 and Entry 12）。このように本反応は反応系の pH に大きく
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影響を受けることが明らかとなった。また、Entry 5 では緩衝液の塩濃度を上げ、1 M 
sodium acetate（pH 3.8）にしたところ 50 mM sodium acetate（pH 3.8）（Entry 2）と比較
し HPLC 収率が上昇したことから、反応の促進に高い塩濃度が有効であることが明ら
かとなった。  
 
Table 8. Reaction conditions for the second step of the SPDSL reaction. 
 
Entry From Table 7 Aqueous solvent Yield (%) 
1 Entry 8 Non-buffered water 7 
2 Entry 8 50 mM sodium acetate (pH 3.8) 82 
3 Entry 8 50 mM sodium acetate (pH 4.5) 81 
4 Entry 8 50 mM sodium acetate (pH 5.0) 91 
5 Entry 8 50 mM sodium acetate (pH 5.6) 75 
6 Entry 8 50 mM sodium phosphate (pH 7.4) 7 
7 Entry 3 50 mM sodium acetate (pH 3.8) 13 
8 Entry 3 50 mM sodium acetate (pH 4.5) 50 
9 Entry 3 50 mM sodium acetate (pH 5.0) 60 
10 Entry 3 50 mM sodium acetate (pH 5.6) 27 
11 Entry 3 1 M sodium acetate (pH 3.8) 43 
12 Entry 3 50 mM sodium phosphate (pH 7.4) 15b 
aHPLC yields are calculated from the area in analytical HPLC after 3 h on the basis of the 
amount of octaarginine peptide 72, bHPLC yield after 1 h. 
 
 
Figure 32. HPLC chromatograms of second step in the condition of (A) Table 8, Entry 4 and 
(B) Entry 6, HPLC conditions are a linear gradient starting from 5% CH3CN in 0.1% aqueous 
TFA to 85% CH3CN in 0.1% aqueous TFA, over 40 min at a flow rate of 0.9 mL/min and 
detection at 230 nm. *unidentified by-product. 
B)
0 h
3 h
0 10 20 30 40
Retention time (min)
73
Dimer of 72
A)
72
73
0 10 20 30 40
Retention time (min)
0 h
3 h
72
 
 
 
 
54 
 
 
Figure 33. Time course of the yield of Plinabulin-SS-Arg8 73 in the second step reaction 
using (A) 5 equiv. of Npys resin and (B) 2 equiv. of Npys resin. 
 
	 二段階目の反応において観察された pH 依存性は、一段階目において用いた樹脂が 5
当量の際に顕著であることから、反応後の樹脂上の副生成物 74 が影響を与えている可
能性が考えらる。  
	 化合物 74 は樹脂上の構造であるため、モデル化合物としてチオピリドン 75 を別途
合成した（Scheme 19）。すなわち、Npys-Bn 樹脂の合成中間体であるベンジルスルフ
ィド体 76 を塩化スルフリルによりクロロスルフェニル化し、Npys-Cl 77 とした後に、
diisopropylethylamine 存在下においてメタノールを反応させることでメチルスルファ
ネート体（78）73) を 79%の収率で合成した。その後、スルフェン酸エステル構造をト
リフェニルホスフィンで還元することで、チオピリドン 75 を得た。73) 
 
 
 
Scheme 19. Synthesis of the model compound 75.73) 
 
 
	 得られたチオピリドン 75 を酢酸エチルに溶解し、各 pH の緩衝液で分液操作を行っ
た後、水層と有機層における 75 の存在率を HPLC で測定することで化合物 75 の pKa
を簡易的に算出した。その結果、Figure 34 に示すシグモイド曲線が得られた。これを
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Kaleidagraph 4.5 で解析することで、およそ 7.3 の pKa を示すことが明らかとなった。
すなわち、二段階目の反応において pH7.4 のリン酸緩衝液を用いると、反応後に生成
する樹脂 74 の約半分が電離し、アニオンとなる。そのため、高度にカチオン性の分子
である Arg8 が樹脂に非特異的に吸着してしまい、ペプチドと生成物の両方とも HPLC
で確認できなかったと考えられる。すなわち、SPDSL の二段階目においては、樹脂上
の副生成物 74 が電離しにくい pH5.0 以下での反応が適していることが示唆された。  
 
 
Figure 34. Evaluation of ionized property of thiopyridone 75. The pKa value of 75 was 
determined as 7.3 on the basis of the sigmoidal curve, which was plotted by KaleidaGraph 
4.5. 
 
 
	 Plinabulin は 365 nm の紫外光を照射すると緑色の蛍光を発するため、SPDSL の二段
階反応は肉眼でも反応の進行を確認することができる。一段階目の反応 0 hにおいて、
Plinabulin 構造が溶液中に存在しているため、紫外光を照射することで蛍光が観察でき
るが、この蛍光は反応 1 h 後に溶液中から消失する（Figure 35A）。すなわち、Plinabulin
構造が樹脂上に担持され、樹脂 63 が得られたと考えられる。二段階目の 0 h において
は溶液中にはペプチド 72 のみが存在するため、蛍光は観察できない。しかし、ジスル
フィド交換反応が進行し、Plinabulin 構造が架橋体 73 として溶液中に切り出されてき
た 3 h 後においては、強い緑色の蛍光が観察される（Figure 35B）。このことからも、
期待通り SPDSL 反応が固相を介して進行していることがわかる。  
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Figure 35. Photographs of the reaction solutions in the A) first and B) second steps (Table 1, 
Entry 8 and Table 2, Entry 4, respectively). Each solution was filtered to remove the Npys 
resin, and then a yellow color (ambient conditions) and a green fluorescence (UV irradiation 
at 365 nm) of plinabulin were observed. 
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第三節  Plinabulin とチオール含有水溶性化合物の架橋体合成  
 
	 固相ジスルフィド架橋法（SPDSL）の汎用性を示すため、第二節の Plinabulin-SS-Arg8
（73）の合成における最適条件を基に他の機能性ペプチドや単糖のような水溶性分子
との架橋反応を実施した。機能性ペプチドとして、1) 腫瘍集積性を有することが知ら
れている D 体のオクタアルギニン（Ac-(D-Arg)8-Acp-Cys-NH2）16c)、2) 非イオン化ペ
プチドとして Gly-Ser の 4 回繰り返し配列のペプチド（Ac-(Gly-Ser)4-Acp-Cys-NH2）68b) 、
3) 第二章で抗体薬物複合体へと利用した抗体結合ペプチド（Cys-Gly-Z33）を用いた。
さらに、4) 単糖であるガラクトース誘導体（79）を別途合成し架橋反応を実施した。
ガラクトース誘導体 79 は More らの報告 74) を基に合成した（Scheme 20）。すなわち、
ガラクトース 80 を無水酢酸で処理した後に、ルイス酸である三ふっ化ほう素ジエチル
エーテル錯体の存在下、2-ブロモエタノールを反応させ、82 を得た。その後、チオ酢
酸による求核置換反応でチオエステル構造を導入し、ナトリウムメトキシドによって
加水分解することで、目的のガラクトース誘導体 79 を得た。  
 
 
 
 
Scheme 20. Synthesis of the galactose derivative 79.74) 
 
 
	 SPDSL による Plinabulin と水溶性化合物の架橋体合成における単離収率を Table 9 に
示す。結果として、どのペプチドに関しても同程度の単離収率で架橋体を得ることに
成功した（entry 1-4, 32-45%）。本反応の主要な副生成物はチオール化合物のホモダイ
マーであり、特に、Entry 4 の Z33 ペプチドでは他のペプチドとの反応と比較し、ペプ
チドのダイマー形成が多かったため収率が比較的低いものであったと考えられる。ま
た、第二章での Plinabulin-SS-Z33 64 の合成と比較すると、収率は同程度であるが、反
応の完結まで 20 h を要した反応が 5 h まで短縮することに成功した。ペプチドにより
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収率や反応条件は若干前後するものの、本手法は様々なペプチドとの架橋体合成にも
応用可能であることを示した。さらに単糖との反応においても 29%の収率で目的のガ
ラクトース架橋体が得られた（Table 9, Entry 5）ことから、ペプチドだけでなく他の
チオールを有する化合物との架橋体合成も可能であることが明らかとなった。すなわ
ち、本手法は化合物の溶解性によらず様々な分子を架橋することが可能な新規手法で
ある。  
 
 
Figure 36. HPLC chromatograms for the synthesis of peptide-drug conjugate. HPLC 
conditions are a linear gradient starting from 5% CH3CN in 0.1% aqueous TFA to 85% 
CH3CN in 0.1% aqueous TFA or 10% CH3CN in 0.1% aqueous TFA to 50% CH3CN in 0.1% 
aqueous TFA, over 40 min at a flow rate of 0.9 mL/min and detection at 230 nm. 
*unidentified by-product. 
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Table 9. Application of SPDSL reaction to the production of other conjugates. 
 
Entry Thiol containing hydrophilic components Isolated yield (%) 
1 Ac-(L-Arg)8-Acp-Cys-NH2 44 
2 Ac-(D-Arg)8-Acp-Cys-NH2 37 
3 Ac-(Gly-Ser)4-Acp-Cys-NH2 45 
4 H-Cys-Gly-Z33-NH2 (pH4.5)  32a 
5 Galatctose-SH (79) (pH4.5) 29 
a0.75 eq. of peptide was used to directly compare with the previous condition. 
  
 
 
 
 
60 
 
第四節  小括  
 
	 第三章では、Npys 樹脂 53 を用いた固相ジスルフィド架橋法（SPDSL）により、有
機合成や医薬品開発においてしばしば問題とされる化合物の溶解性に起因する課題の
解決を目指した。この SPDSL 法は、1) 難水溶性化合物を有機溶媒中で固相上へ担持
する反応と、2) 水系溶媒中で樹脂上の難水溶性構造と架橋体を形成しながらを水溶性
化合物で切り出す反応の二段階からなる。そのため、この手法はそれぞれの反応段階
において基質に適した反応溶媒を用いることができ、架橋反応における物質間の溶解
性の問題を克服することができる。難水溶性の Plinabulin（2）と水溶性ペプチドであ
るオクタアルギニンをモデルとして架橋体合成を実施し、反応条件の探索を行った。  
	 一段階目の検討により、溶媒としては CH3CN、CH2Cl2 などの Gutmann’s Donor 
Number（DN）の低い溶媒において、反応が効率的に進行し、Plinabulin 担持樹脂 63
の獲得に成功した。二段階目では、若干の pH 依存性が観察され、反応後に樹脂上に
生成するチオピリドン 70（pKa = 7.3）が影響していることが示唆された。反応系の
pH を 5.0 以下でコントロールすることが望ましく、高い塩濃度により反応が促進され
ることを明らかにした。得られた至適条件を用いて様々な架橋体の合成を行ったとこ
ろ、良好な単離収率（25-45%）で液相系では合成不可能であった架橋体を獲得するこ
とに成功した。  
	 このように、固相ジスルフィド架橋法を用いることで、難水溶性薬物 Plinabulin と
水溶性化合物の架橋体合成に成功した。このような溶解性の問題はペプチドに限られ
るものではなく、天然物合成においても問題となる場合があり、本手法はそういった
事例に対しても応用可能な概念であると考えられる。   
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総括  
 
	 本論文は『チューブリン重合阻害剤 Plinabulin の水溶性および腫瘍指向性プロドラ
ッグの創製研究』と題し、水溶性の極めて低いチューブリン重合阻害剤 Plinabulin（IC50 
= 15 nM, 溶解度  < 0.1 µg/mL）のプロドラッグ化研究を通し、創薬化学における化合
物の溶解性に起因する問題を化学的な視点から三章にわたって述べたものである。  
 
	 当研究室で創製されたチューブリン重合阻害剤 Plinabulin（2）は、現在第 III 相臨床
試験が進行中であるが、水溶性が極めて低いことが問題とされている。そこで、第一
章では、Plinabulin の水溶性プロドラッグ化研究を展開した。修飾点の限られた
Plinabulin であるが、2,5-diketopiperazine（DKP）環をモノラクチム構造へと変換する
ことでリンカー構造を導入、その後 CuAAC 反応により無保護の水溶性補助基を直接
的に導入することで、7 種類の水溶性プロドラッグ合成に成功した。得られたプロド
ラッグは親化合物と比較して大幅な水溶性の向上を示した（0.0075-100 mg/mL）。 in 
vitro におけるエステラーゼ加水分解反応においては、プロドラッグの構造によって幅
広い半減期で親化合物を再生し（t1/2 = 0.37-12 h）、水溶性補助基の構造により半減期
をコントロールできることを明らかとした。  
	 第二章では、Plinabulin の水溶性プロドラッグの水溶性補助基を抗体結合ペプチドへ
と変換し、非共有結合的に抗体と複合体を形成させることで、腫瘍選択的な薬物送達
をめざした。初めに、抗体結合ペプチドとして Z33 ペプチドを選択し、Plinabulin と
架橋体合成を検討したが、これらの化合物は反応溶媒に対する溶解度が極端に異なる
ため、目的とする化合物を得ることはできなかった。そこで、Npys-Cl 樹脂 53 を用い
る新規固相ジスルフィド架橋法（SPDSL）を考案した。この手法は、1) 難水溶性化合
物を有機溶媒中で固相上へ担持する反応と、2) 水系溶媒中で樹脂上の難水溶性構造を
水溶性化合物で架橋体を形成しながら切り出す反応の one-pot 二段階反応である。
Npys-Cl 樹脂 53 には両親媒性の Chem Matrix® resin を用いているため、各反応段階に
おいて、反応基質に適した溶媒系を選択可能であり、溶解性の非常に異なる化合物同
士の架橋反応に対して適用できる。本手法を用いることで、難水溶性薬物 Plinabulin
と水溶性 Z33 ペプチドのジスルフィド架橋体 63 を獲得することに成功した。架橋体
63 は Herceptin（抗 HER2 抗体 , ヒト IgG1）に対して Kd = 46.6 nM の親和性で結合し、
非共有結合的な抗体薬物複合体を形成し、抗原発現細胞に対して選択的な殺細胞活性
を示した。本架橋体の医薬品としての開発を考えた場合、体内で解離する可能性が考
えられ、今後検証すべき項目は多くあるが、抗体と架橋体を混合するのみで ADC を
形成する点は特筆すべきであり、今後のさらなる発展を期待する。  
	 第二章で示したように、物質間の溶解性の差が大きい場合、有機反応は進行しない
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ことがあり、架橋体合成において数多くの条件検討を要求するか、結果として目的物
を合成できないことがある。特に近年では、ADC を代表として、水溶性の乏しい小分
子とペプチドやタンパク質といった水溶性の高分子との架橋体合成が実施されており、
物性の大きく異なる物同士の反応の需要は高まっている。第二章で考案した SPDSL
はこれらの需要に応えうる新たな概念である。そこで、第三章では、難水溶性薬物
Plinabulin と水溶性ペプチドのオクタアルギニンの架橋体をモデル化合物として、反応
条件の最適化および汎用性の検討をした。固相上に難水溶性化合物を担持する一段階
目では、溶媒として CH3CN、CH2Cl2 などの Donor Number（DN）の低い溶媒が適して
いた。二段階目の検討では、各種緩衝液を用いて最適 pH（3.8-7.4）の検討を行ったと
ころ、pH5.0 において最も効率よく反応が進行した。二段階目において観察された pH
依存性は、反応後の副生成物である樹脂上のチオピリドン（pKa = 7.3）が影響してい
ることが示唆された。これらの知見を基に様々なペプチドと Plinabulin の架橋体合成
を行ったところ、液相系では合成が難しい難水溶性薬物-水溶性化合物の架橋体を合成
することに成功した（単離収率：29-45%）。本反応は反応基質の溶媒への溶解性に依
存せず、様々な架橋体を合成できるため、これまで合成することのできなかったハイ
ブリッド分子を提供する新たな手法である。このような溶解性に起因する問題はペプ
チドに限られるものではなく、小分子の医薬品開発や天然物の全合成においても問題
となり得る。本手法はそういった事例に対しても応用可能な概念であり、今後、この
概念が有機合成化学および臨床薬学において幅広く応用されることを期待する。  
 
	 ここまで述べてきた化合物の溶解性に関する研究は、メディシナルケミストリー分
野において、プロドラッグの創製を行う上で極めて重要な知見であり、医薬品開発に
おける一助となるものと考えている。加えて、溶解性の異なる分子間の架橋反応は多
くの研究分野における課題であり、これまでに合成することのできなかった機能性分
子と薬物のハイブリット分子創出にも応用できるものと期待する。本研究の成果を通
じ、科学の発展や医薬品開発において貢献できれば幸いである。  
 
2018 年 1 月  
六車共平  
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実験の部  
 
実験材料  
合成試薬および溶媒は和光純薬工業株式会社（Osaka, Japan）、Sigma-Aldrich（St. Louis, 
MO）、渡辺化学工業株式会社（Hiroshima, Japan）、東京化成工業株式会社（Tokyo, Japan）、
関東化学株式会社（Tokyo, Japan）から購入した。  
 
Fmoc 固相ペプチド合成には、渡辺化学から購入した以下の保護アミノ酸を用いた。  
Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmc-Glu(OtBu)-OH, 
Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Ile-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, 
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Gln(Trt)-OH, 
Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH 
 
ヒト結腸癌細胞 HT-29、およびヒト乳がん細胞 SKBR-3 は American Type Culture 
Collection（ATCC, Manassas, Virginia, USA）より購入した。ヒト乳がん細胞 MCF-7
（RCB1904）は RIKEN BRC（Ibaraki, Japan）より National Bio-Resource Project of the 
MEXT を介して購入した。6E1 抗体およびヒトメラノーマ A375 細胞は順天堂大学  福
原武志  准教授に提供いただいた。Herceptin は鹿児島大学  伊東祐二  教授に提供いた
だいた。  
 
McCoy’s 5A 培地とウシ胎児血清（FBS, fetal bovine serum）は Life Technologies（Carlsbad, 
CA）より購入した。Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM）はナカライテスク
（Kyoto, Japan）から購入した。Supper Low IgG FBS は GE Healthcare Life Sciences
（Logan, UT）から購入した。エステラーゼ（from porcine liver）は、3.2 M (NH4)2SO4
溶液（pH 8）の懸濁液として、Sigma-Aldrich から購入した。  
 
カラムクロマトグラフィーによる分離精製には、関東化学株式会社から購入した Silica 
gel 60N（spherical、neutral, 40-50 µm）を用いた。薄相クロマトグラフィー（TLC）に
よる分析には、MERCK Silica gel 60F254 を用いた。  
 
測定には以下の機器を用いた。  
 
1HNMR スペクトル：Varian Mercury-300 (300 MHz), Bruker DPX-400 (400 MHz), 
AVANCE-III (400 MHz), Bruker DPX-500 (500 MHz), AV-600 (600 MHz) 
内部標準物質としてテトラメチルシラン（0.00 ppm）、トリメチルシリルプロパン（0.00 
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ppm）、CH3CN（1.94 ppm）  を用いた。  
NMR スペクトルの記載は、次の略号に従うものとする。  
s : singlet, d : doublet, t : triplet, q : quartet, m : multiplet 
 
13CNMR スペクトル：Bruker DPX-400 (100 MHz), AVANCE-III (100 MHz), Bruker 
DPX-500 (125 MHz), AV-600 (150 MHz) 
内部標準物質として CH3OH（49.00 ppm）、CHCl3（77.16 ppm）、CH3CN（1.32 ppm）、
トリメチルシリルプロパン酸（0.00 ppm）を用いた。  
 
IR スペクトル：JASCO FT/IR-4100 
 
Mass スペクトル: Micromass LCT (HRMS), LCMS-2020 (LRMS) 
 
旋光度：JASCO DIP-730 
 
逆相液体クロマトグラフィー：Waters 600E System controller, Waters 2489 Detector, 
HITACHI L-6200 Intelligent Pump, HITACHI L-6000 Pump, HITACHI L-4000 Detector, 
HITACHI D-2500 Chromato-Integrator, HITACHI Chromaster Organizer, HITACHI 
Chromaster Interface Box, HITACHI Chromaster 5410 UV Detecter, HITACHI Chromaster 
5110 Pump, Shimadzu SPD-20A, Shimadzu DGU-20A5R, Shimadzu LC-20AT, Shimadzu 
LC-20AD, Shimadzu CBM-20A, Shimadzu FCV-20AH2, Waters SunFire 19 x 150 mm 
Column, YMC-pack ODS-AM 4.6 x 150 mm Column, COSMOSIL 5C18-AR-II 4.6 x 150 mm 
Column. 
 
融点：Yanaco MP-500D, 融点はすべて未補正である。  
 
円二色性（CD）：Jasco J-1500CD spectrometer 
 
表面プラズモン共鳴：Biacore T-200 
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第一章  
 
chloromethyl hex-5-ynoate (19) 
 
 
 
Hex-5-ynoic acid 16（300 mg, 2.68 mmol）、炭酸水素ナトリウム（1.00 g, 11.9 mmol）、
テトラブチルアンモニウムハイドロゲンスルフェイト（100 mg, 0.27 mmol）を水/ジク
ロロメタン（3/2）（25 mL）に溶かし、室温で 10 分間激しく撹拌した。その後、クロ
ロメチルクロロスルフェイト 18（564 mg, 3.60 mmol）のジクロロメタン（5 mL）溶液
を加え、再び室温で 1 時間激しく撹拌した。反応溶液に水を加え、クロロホルムを用
いて抽出した後、抽出液を飽和食塩水で洗浄、Na2SO4 で乾燥した。この溶液をろ過後、
溶媒を留去した。得られた残留物をシリカゲルカラムクロマトグラフィ （ーヘキサン：
酢酸エチル  = 10 : 1）で精製し、化合物 19 を得た。Colorless oil, yield 81% (349 mg); 1H 
NMR (400 MHz, CDCl3): d 5.71 (s, 2H), 2.55 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.29 (td, J = 6.9 and 2.6 Hz, 
2H), 1.99 (t, J = 2.7 Hz, 1H), 1.88 (q, J = 7.1 Hz, 2H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): d 171.12, 
82.84, 69.47, 68.63, 32.56, 23.18, 17.69; IR (neat) cm-1: 3301, 2946, 2118, 1762, 1417, 1373, 
1340, 1309, 1260, 1225, 1129, 1029, 721; HRMS (ESI) m/z calcd for C7H9ClO2Na [M+Na]+ 
183.0189, found 183.0189. 
 
(((3Z,6Z)-6-benzylidene-3-((5-(tert-butyl)-1H-imidazol-4-yl)methylene)-5-oxo-3,4,5,6-tetr
ahydropyrazin-2-yl)oxy)methyl hex-5-ynoate (17) 
 
 
 
Plinabulin 2（100 mg, 0.30 mmol）の DMF 溶液（2.0 mL）に炭酸セシウム（220 mg, 0.66 
mmol）を加えた後に、化合物 19（96 mg, 0.60 mmol）を加え、50 ºC でマイクロ波照
射下 15 分間撹拌した。その後、反応溶液を室温に戻し、溶媒を留去した後、酢酸エチ
ルを用いて抽出し、抽出液を飽和食塩水で洗浄、Na2SO4 で乾燥した。この溶液をろ過
後、溶媒を留去した。得られた残留物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（クロ
O
O
Cl
N
HN
O
O
O
O
NHN
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ロホルム：メタノール  = 200 : 1）で精製し、化合物 17 を得た。Yellow solid, yield 54% 
(74 mg), m.p. 181-184 °C; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): d 12.30 (s, 1H), 10.11 (s, 1H), 8.08 
(s, 1H), 8.06 (s, 1H), 7.61 (s, 1H), 7.40-7.29 (m, 4H), 6.65 (s, 1H), 6.14 (s, 2H), 2.56 (t, J = 
7.4 Hz, 2H), 2.26 (dt, J = 6.9 Hz, 2H), 1.94 (t, J = 2.6 Hz, 1H), 1.88 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 1.45 
(s, 9H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): d 172.12, 160.02, 152.75, 140.14, 135.28, 132.92, 
131.98, 131.62, 128.80, 128.34, 128.08, 121.60, 102.79, 82.99, 81.89, 77.25, 69.37, 32.76, 
31.99, 30.76, 23.39, 17.78; IR (KBr) cm-1: 3280, 3161, 3062, 2974, 2951, 2922, 2118, 1749, 
1649, 1610, 1584, 1492, 1446, 1197, 1159, 1140, 978, 886, 690; HRMS (ESI) m /z calcd for 
C26H29N4O4 [M+H]+ 461.2189, found 461.2159. 
 
tert-butyl 2-azidoacetate (26) 
 
 
 
tert-butyl bromoacetate 24（587 µL）の DMSO（4 mL）溶液に対し、NaN3（312 mg）を
加え、終夜撹拌した。反応溶液を水で希釈し、Et2O で抽出した後、抽出液を飽和食塩
水で洗浄、Na2SO4 で乾燥した。この溶液をろ過後、シリカゲルカラムクロマトグラフ
ィー（ヘキサン  : 酢酸エチル  = 10 : 1）を用いて精製することで化合物  26 を得た。
Colorless oil, yield 85% (533.9 mg), 1H NMR (400 MHz, CDCl3): d 3.75 (s, 2H), 1.51 (s, 
9H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): d 167.5, 83.2, 51.0, 28.1; IR (neat) cm-1: 2982, 2934, 2108, 
1741, 1370, 1356, 1227, 1156; HRMS (ESI) m/z calcd for C6H11N3O2Na [M+Na]+ 180.0749, 
found 180.0742. 
 
2-azidoacetic acid (20) 
 
 
 
tert-butyl エステル 26（533.9 mg）の  水（3.0 mL）溶液に TFA（9.0 mL）を加えた後、
室温で終夜撹拌した。反応後、溶媒を留去することで化合物 20 とし、精製なしで次の
反応に用いた。Colorless oil, 1H NMR (400 MHz, CDCl3): d 9.32 (s, 1H), 3.98 (s, 2H); 13C 
NMR (100 MHz, CDCl3): d 174.1, 50.1; LRMS (ESI) m/z calcd for C2H2N3O2 [M-H]– 100.0, 
found 100.1. 
 
 
 
 
COOt-BuN3
COOHN3
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(S)-2-azido-3-hydroxypropanoic acid (22) 
 
 
アジ化ナトリウム（2.88 g）の水/ジクロロメタン（7.5 mL/15 mL）溶液に、トリフル
オロメタンスルホン酸無水物（1.5 mL）を滴下した。室温で 2.5 時間撹拌した後、ジ
クロロメタンを用いて希釈・抽出した。抽出液を飽和炭酸カリウム水で洗浄し、Na2SO4 
で乾燥した。この溶液をろ過し、トリフルオロメタンスルホン酸アジドのジクロロメ
タン溶液を得た。そのトリフルオロメタンスルホン酸アジドのジクロロメタン溶液を
L-セリンメチルエステル塩酸塩 28（689 mg）、炭酸カリウム（0.92 g）、硫酸銅五水和
物（11 mg）の水/メタノール（15 mL/23 mL）溶液に加えた。室温で終夜撹拌した後、
反応溶液の溶媒を留去し、残留物をシリカゲルカラムクロマトグラフィ （ーヘキサン：
酢酸エチル  =2 : 1）で精製することで、無色油状物質である L-セリンメチルエステル
アジド 29（440 mg, 69%）を得た。得られた化合物 29（336 mg）の  メタノール/水（3 
mL/1.5mL）溶液に  水酸化カリウム（169 mg）を加えた。室温で 1 時間撹拌した後、
反応溶液を 1 M の塩酸を用いて pH 3 に調整し、酢酸エチルにて抽出した。その後、
抽出液を飽和食塩水で洗浄し、Na2SO4 で乾燥した。この溶液をろ過した後、溶媒を留
去することで化合物 22 を得た。Yellow oil, yield 95% (287 mg); 1H NMR (500 MHz, 
CD3OD (OH was exchanged with CD3OD.)): d 4.02 (t, J = 4.5 Hz, 1H), 3.90 (d, J = 4.5 Hz, 
2H); 13C NMR (125 MHz, CD3OD): d 172.03, 64.85, 63.53; HRMS (ESI) m/z calcd for 
C3H5N3O3Na [M+Na]+ 154.0229, found 154.0224. 
 
(S)-4-(1-(1-carboxy-2-hydroxyethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)butanoic acid (35) 
 
 
 
tert-butyl hex-5-ynoate75)（50 mg, 0.30 mmol）の  DMF（0.50 mL）/t-BuOH（0.50 mL）
溶液に 22（78.7 mg, 0.60 mmol）の水溶液（0.50 mL）、硫酸銅五水和物（7.0 mg）、ア
スコルビン酸ナトリウム（16 mg）を加え、マイクロ波照射下、50 ºC にて 20 分間撹
拌した。その後、反応溶液を室温に戻し、溶媒を減圧留去した。この溶液を酢酸エチ
ルにより抽出した後、抽出液を飽和食塩水で洗浄、硫酸ナトリウムで乾燥した。その
残留物を 5% の炭酸水素ナトリウム水溶液にて抽出した後、1 M の塩酸を用いて水層
を酸性にした。そして、酸性の水層から酢酸エチルを用いて抽出した。その抽出液を
飽和食塩水で洗浄し，硫酸ナトリウムにて乾燥した。この溶液をろ過し、溶媒を留去
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した。その残留物（26 mg）を精製することなく、4 M HCl / 1,4-dioxane を加え，室温
で 1 時間撹拌した。溶媒を留去し、残留物を高速液体クロマトグラフィ （ーYMC-Pack 
ODS-AM 20 x 250 mm (5 µm, 12 nm), gradient: milli-Q water (TFA0.1%) : CH3CN (TFA 
0.1%) = 99 : 1 to milli-Q water (TFA 0.1%) : CH3CN (TFA 0.1%) = 79 : 21 over 40 min, Flow 
rate: 6.00 mL/min, UV: 230 nm）を用いて精製し、化合物 35 を得た。Colorless oil, yield 
44% in 2 steps (11 mg); [a]D 25 –30.7 º (c 0.295, MeOH); 1H NMR (500 MHz, CD3OD (OH 
were exchanged with CD3OD.)): d 7.96 (s, 1H), 5.51 (dd, J = 6.2 and 3.6 Hz, 1H), 4.32 (dd, J 
= 12 and 6.2 Hz, 1H), 4.11 (dd, J = 12 and 3.6 Hz, 1H), 2.79 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.37 (t, J = 
7.4 Hz, 2H), 1.99 (quint, J = 7.4 Hz, 2H); 13C NMR (125 MHz, CD3OD): d 176.97 , 169.97, 
147.90, 124.32, 66.35, 62.83, 34.08, 25.76, 25.59; IR (neat) cm-1: 3151, 2946, 1731, 1556, 
1230, 1072, 756; HRMS (ESI) m/z calcd for C9H14N3O5 [M+H]+ 244.0933, found 244.0960. 
 
(S)-di-tert-butyl 2-azidosuccinate (42) 
 
 
 
アジ化ナトリウム（1.1 g, 16.9 mmol）の水/ジクロロメタン（2.5/6.0 mL）溶液に対し
て、トリフルオロメタンスルホン酸無水物（1.5 mL）を滴下した。室温で 2 時間撹拌
した後、ジクロロメタンを用いて希釈・抽出した。抽出液を飽和炭酸カリウム水で洗
浄し、トリフルオロメタンスルホン酸アジドのジクロロメタン溶液を得た。その溶液
を L-Asp(OtBu)-OtBu · HCl 39（480 mg, 1.70 mmol）、炭酸カリウム（0.3 g）、硫酸銅五
水和物（5.5 mg）の水/メタノール（7 mL/11 mL）溶液に加えた。室温で終夜撹拌した
後、反応溶液の溶媒を留去し、残留物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（ヘキ
サン：酢酸エチル  = 4 : 1）で精製し、化合物 28 を得た。Yellow oil, yield 93% (429 mg); 
[a]D25 –65.41 º (c 1.09, CH3CN); 1H NMR (400 MHz, CDCl3): d 4.18 (dd, J = 5.6 and 7.7 Hz, 
1H), 2.73 (dd, J = 5.6 and 15.5 Hz, 1H), 2.58 (dd, J = 7.8 and 16.6 Hz, 1H), 1.51 (s, 9H), 1.47 
(s, 9H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): d 168.8, 168.2, 83.2, 81.6, 59.1, 37.3, 28.0, 27.9; IR 
(neat) cm-1: 2980, 2935, 2110, 1734, 1369, 1257, 1150; HRMS (ESI) m/z calcd for 
C12H21N3O4Na [M+Na]+ 294.1430, found 294.1439. 
 
(S)-2-azidosuccinic acid (45) 
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化合物 42（50 mg）の水（2 mL）溶液に対して、TFA（3.0 mL）を加え、室温で終夜
攪拌した。反応後、溶液をベンゼンと共沸させることにより濃縮し、化合物 45 を得た。
この化合物は精製せずに次の反応に用いた。Yellow oil, 1H NMR (400 MHz, D2O (OH 
was exchanged with D2O.)): d 4.58 (dd, J = 5.3 and 6.5 Hz, 1H), 3.01-2.88 (m, 2H); 13C NMR 
(100 MHz, D2O): d 177.0, 176.4, 61.5, 38.8; HRMS (ESI) m/z calcd for C4H5N3O4Na 
[M+Na]+ 182.0178, found 182.0181. 
 
(S)-di-tert-butyl-2-azidopentanediate (43) 
 
 
 
化合物 42 と同様の手法により、化合物 43 を得た。Colorless oil, yield 92% (445.2 mg); 
[a]D25 –49.91 º (c 1.13, CH3CN); 1H NMR (400 MHz, CDCl3): d 3.81 (dd, J = 5.1 and 8.8 Hz, 
1H), 2.36 (t, J = 7.5 Hz, 2H) 2.15-2.04 (m, 1H), 1.99-1.88 (m, 1H), 1.51 (s, 9H), 1.46 (s, 9H); 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): d 171.6, 169.2, 83.0, 80.8, 61.7, 31.4, 28.1, 28.0, 26.6; IR 
(neat) cm-1: 2979, 2935, 2109, 1733, 1369, 1256, 1153; HRMS (ESI) m/z calcd for 
C13H23N3O4Na [M+Na]+ 308.1586, found 308.1578. 
 
(S)-2-azidopentanedioic acid (46) 
 
 
 
化合物 45 と同様の手法により、化合物  46 を得た。Yellow oil, 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3): d 10.42 (s, 2H), 4.12 (dd, J = 5.6 and 7.8 Hz, 1H), 2.61-2.58 (m, 2H), 2.31-2.19 (m, 
1H), 2.16-2.05 (m, 1H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): d 178.8, 176.0, 60.5, 29.6, 26.1; 
HRMS (ESI) m/z calcd for C5H7N3O4Na [M+Na]+ 196.0334, found 196.0343. 
 
(R)-di-tert-butyl-2-azidopentanediate (44) 
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化合物 42 と同様の手法により、化合物 44 を得た。Colorless oil, yield 96% (232.6 mg); 
[a]D25 +51.99 º (c 1.22, CH3CN); 1H NMR (400 MHz, CDCl3): d 3.81 (dd, J = 5.2 and 8.9 Hz, 
1H), 2.36 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.15-2.05 (m, 1H), 1.99-1.89 (m, 1H), 1.51 (s, 9H), 1.46 (s, 
9H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): d 171.6, 169.1, 83.0, 80.7, 61.7, 31.4, 28.1, 28.0, 26.6; IR 
(neat) cm-1: 2980, 2934, 2109, 1733, 1369, 1256, 1153; HRMS (ESI) m/z calcd for 
C13H23N3O4Na [M+Na]+ 308.1586, found 308.1581. 
 
(R)-2-azidopentanedioic acid (47) 
 
 
 
化合物 45 と同様の手法により、化合物 47 を得た。Yellow oil; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
d 10.07 (s, 2H), 4.12 (dd, J = 6.1 and 7.2 Hz, 1H), 2.67-2.53 (m, 2H), 2.28-2.19 (m, 1H), 
2.18-2.07 (m, 1H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): d 178.8, 176.0, 60.6, 29.6, 26.1; HRMS 
(ESI) m/z calcd for C5H7N3O4Na [M+Na]+ 196.0334, found 196.0326. 
 
 
Typical proceudure of the CuAAC reaction and ion exchange to the sodium salt (Synthesis of 
Ser-type prodrug 32). 
アルキン体  17（50 mg, 0.11 mmol）の DMF（0.40 mL）/t-BuOH（0.40 mL）溶液に対
してアジド体 22（28.8 mg, 0.22 mmol）および硫酸銅五水和物（2.7 mg）とアスコルビ
ン酸ナトリウム（6.5 mg）の水溶液を加え、マイクロ波照射下、50 ºC にて 10 分間撹
拌した。その後、反応溶液を室温に戻し、溶媒を減圧留去した。この溶液を酢酸エチ
ルにより抽出した後、抽出液を飽和食塩水で洗浄、硫酸ナトリウムで乾燥した。濾過
後、得られた溶液を濃縮し、残渣を HPLC（SunFire PrepC18 OBD 19 x 150 mm (5 µm, 12 
nm), gradient: milli-Q water (TFA 0.1%) : CH3CN (TFA 0.1%) = 35 : 65 to milli-Q water 
(TFA 0.1%) : CH3CN (TFA 0.1%) = 75 : 25 over 40 min, Flow rate: 9.00 mL/min, UV: 365 
nm and 230 nm）にて精製することで、トリアゾール体（42.8 mg）を得た。得られた
トリアゾール体（30.0 mg）を、H2O/CH3CN（1/1）溶媒中、イオン交換樹脂を通すこ
とによりのカルボン酸をナトリウム塩へと変換した。反応系中の樹脂をろ過により除
き、減圧濃縮した後、凍結乾燥することで、プロドラッグ 32 を得た（30.0 mg）。  
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2-(4-(4-((((3Z,6Z)-6-benzylidene-3-((5-(tert-butyl)-1H-imidazol-4-yl)methylene)-5-oxo-3,
4,5,6-tetrahydropyrazin-2-yl)oxy)methoxy)-4-oxobutyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)acetic acid 
 
 
 
CuAAC 反応により合成した。Yellow solid, yield 66% (16.1 mg); m.p. 113.1-113.7 ºC; 1H 
NMR (600 MHz, CD3OD (NH and OH were exchanged with CD3OD.)): d 8.40 (s, 1H), 8.07 
(d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.66 (s, 1H), 7.41-7.37 (m, 2H), 7.36-7.32 (m, 1H), 7.27 (s, 1H), 6.53 (s, 
1H), 6.14 (s, 2H), 5.17 (s, 2H), 2.73 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.49 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.99 (quint, J 
= 7.5 Hz, 2H), 1.41 (s, 9H); 13C NMR (150 MHz, CD3OD): d 173.4, 169.7, 161.5, 153.1, 
147.9, 141.7, 135.9, 134.7, 132.8, 132.3, 130.6, 130.4, 129.4, 126.8, 125.4, 124.8, 100.7, 83.2, 
51.4, 33.8, 32.9, 30.3, 25.4, 25.2; IR (KBr) cm-1: 3444, 3142, 2971, 1749, 1670, 1588, 1205, 
1185, 1136; HRMS (ESI) m/z calcd for C28H32N7O6 [M+H]+ 562.2414, found 562.2412. 
 
sodium 
2-(4-(4-((((3Z,6Z)-6-benzylidene-3-((5-(tert-butyl)-1H-imidazol-4-yl)methylene)-5-oxo-3,
4,5,6-tetrahydropyrazin-2-yl)oxy)methoxy)-4-oxobutyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)acetate 
(30) 
 
 
 
Orange solid; m.p. 153.9-155.5 ºC; 1H NMR (600 MHz, CD3OD (NH was exchanged with 
CD3OD)): d 8.07 (d, J = 7.4Hz, 2H), 7.63 (s, 1H) 7.56 (s, 1H), 7.39-7.35 (m, 2H), 7.33-7.29 
(m, 1H), 7.20 (s, 1H), 6.74 (s, 1H), 6.14 (s, 2H), 4.86 (s, 2H), 2.72 (t, J = 7.6Hz, 2H), 2.50 (t, 
J = 7.3Hz, 2H), 2.00 (quint, J = 7.5 Hz, 2H), 1.41 (s, 9H); 13C NMR (150 MHz, CD3OD): d 
173.8, 172.9, 161.4, 154.2, 147.7, 142.4, 136.4, 135.1, 133.1, 132.7, 130.0, 129.4, 128.7, 
124.7, 121.8, 105.1, 83.2, 54.4, 34.1, 33.2, 31.2, 25.6, 25.5; IR (KBr) cm-1: 3420, 3197, 2971, 
1684, 1649, 1583, 1210, 1134, 1185, 1134; HRMS (ESI) m/z calcd for C28H31N7O6Na [M+H]+ 
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584.2234, found 584.2243. 
 
(R)-4-(4-(4-((((3Z,6Z)-6-benzylidene-3-((5-(tert-butyl)-1H-imidazol-4-yl)methylene)-5-ox
o-3,4,5,6-tetra-hydropyrazin-2-yl)oxy)methoxy)-4-oxobutyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-3-hyd
roxybutanoic acid 
 
 
 
CuAAC 反応により合成した。Yellow solid, yield 79% (10 mg); 1H NMR (500 MHz, 
CD3OD) δ: 8.08 (s, 1H), 8.07 (s, 1H), 7.80 (s, 1H), 7.61 (s, 1H), 7.39-7.30 (m, 3H), 7.23 (s, 
1H), 6.71 (s, 1H), 6.15 (s, 2H), 4.45-4.30 (m, 3H), 2.71 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.51-2.47 (m, 3H), 
2.39 (dd, J = 16, 7.3 Hz, 1H), 1.99 (quint, J = 7.4 Hz, 2H), 1.42 (s, 9H); 13C NMR (125 MHz, 
CD3OD) δ: 174.26, 173.69, 161.47, 154.03, 147.82, 142.28, 136.36, 135.05, 132.98, 132.77, 
131.22, 130.15, 129.46, 129.19, 124.46, 122.93, 104.18, 83.25, 68.06, 56.29, 40.11, 34.07, 
33.14, 31.00, 25.57, 25.40; IR (KBr) cm-1: 3180, 3050, 2972, 2925, 1663, 1205, 1134; HRMS 
(ESI)) m/z: Calcd for C30H36N7O7 [M+H]+ 606.2676, Found 606.2704. 
 
sodium 
(R)-4-(4-(4-((((3Z,6Z)-6-benzylidene-3-((5-(tert-butyl)-1H-imidazol-4-yl)methylene)-5-ox
o-3,4,5,6-tetrahydropyrazin-2-yl)oxy)methoxy)-4-oxobutyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-3-hydr
oxybutanoate (31) 
 
 
 
Orange solid; 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δ: 8.07 (s, 1H), 8.06 (s, 1H), 7.65 (s, 1H), 7.63 (s, 
1H), 7.39-7.30 (m, 3H), 7.21 (s, 1H), 6.75 (s, 1H), 6.14 (s, 2H), 4.44 (dd, J = 15, 2.8 Hz, 1H), 
4.31-4.22 (m, 2H), 2.71 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.48 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.36 (dd, J = 15, 5.0 Hz, 
1H), 2.27 (dd, J = 15, 7.2 Hz, 1H), 1.99 (quint, J = 4.5 Hz, 2H), 1.41 (s, 9H); 13C NMR (125 
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MHz, CD3OD) δ: 178.83, 173.72, 161.41, 154.24, 147.77, 142.38, 136.45, 135.09, 133.12, 
132.70, 130.03, 129.42, 128.75, 124.28, 121.83, 105.07, 83.24, 69.22, 56.56, 42.47, 34.10, 
33.15, 31.15, 25.63, 25.46; IR (KBr) cm-1: 3141, 3075, 2954, 1647, 1579, 1440, 1396, 1219, 
1126; HRMS (ESI) m/z Calcd for C30H35N7O7Na [M+H]+ 628.2496, Found 628.2479. 
 
(S)-2-(4-(4-((((3Z,6Z)-6-benzylidene-3-((5-(tert-butyl)-1H-imidazol-4-yl)methylene)-5-ox
o-3,4,5,6-tetrahydropyrazin-2-yl)oxy)methoxy)-4-oxobutyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-3-hydr
oxypropanoic acid 
 
 
 
CuAAC 反応により合成した。Yellow solid, yield 67% (42.8 mg); m.p. 127-128 ºC; [a]D25 
+6.98 ° (c 0.13, MeOH); 1H NMR (500 MHz, CD3OD (NH and OH were exchanged with 
CD3OD.)): δ 8.41 (s, 1H), 8.08 (s, 1H), 8.07 (s, 1H), 7.84 (s, 1H), 7.41-7.33 (m, 3H), 7.28 (s, 
1H), 6.54 (s, 1H), 6.15 (s, 2H), 5.47 (dd, J = 6.4 and 3.5 Hz, 1H), 4.29 (dd, J = 12 and 6.4 Hz, 
1H), 4.08 (dd, J = 12 and 3.5 Hz, 1H), 2.74 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.50 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.01 
(quint, J = 7.5 Hz, 2H), 1.41 (s, 9H); 13C NMR (125 MHz, CD3OD): δ 220.27, 173.65, 
169.98, 161.67, 153.21, 147.67, 141.90, 136.03, 134.86, 132.94, 132.45, 130.87, 130.56, 
129.55, 124.14, 100.74, 83.36, 66.25, 62.84, 34.05, 33.08, 30.43, 25.53, 25.48; IR (neat) 
cm-1: 3409, 3203, 2973, 1734, 1647, 1636, 1585, 1455, 1182, 1132; HRMS (ESI) m/z calcd 
for C29H34N7O7 [M+H]+ 592.2520, found 592.2560. 
 
sodium 
(S)-2-(4-(4-((((3Z,6Z)-6-benzylidene-3-((5-(tert-butyl)-1H-imidazol-4-yl)methylene)-5-ox
o-3,4,5,6-tetrahydropyrazin-2-yl)oxy)methoxy)-4-oxobutyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-3-hydr
oxypropanoate (32) 
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Orange solid; m.p. 154-155 ºC; [a]D25 +1.96 º (c 0.31, MeOH); 1H NMR (500 MHz, CD3OD 
(NH and OH were exchanged with CD3OD.)): δ 8.07 (s, 1H), 8.06 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.63 
(s, 1H), 7.39-7.30 (m, 3H), 7.21 (s, 1H), 6.75 (s, 1H), 6.14 (s, 2H), 5.15 (dd, J = 7.6 and 4.2 
Hz, 1H), 4.16 (dd, J = 12 and 7.6 Hz, 1H), 4.10 (dd, J = 12 and 4.2 Hz, 1H), 2.74 (t, J = 7.6 
Hz, 2H), 2.51 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.01 (quint, J = 7.5 Hz, 2H), 1.42 (s, 9H); 13C NMR (125 
MHz, CD3OD): δ 173.81, 173.07, 161.43, 154.23, 147.26, 142.36, 136.45, 135.06, 133.11, 
132.69, 130.03, 129.42, 128.75, 123.58, 121.82, 105.06, 83.27, 69.35, 63.95, 34.13, 33.15, 
31.15, 25.65, 25.58; IR (KBr) cm-1: 3421, 3177, 2970, 1684, 1648, 1584, 1447, 1208, 1183, 
1134; HRMS (ESI) m/z calcd for C29H33N7O7Na [M+Na]+ 614.2339, found 614.2339. 
 
(((3Z,6Z)-6-benzylidene-3-((5-(tert-butyl)-1H-imidazol-4-yl)methylene)-5-oxo-3,4,5,6-tetr
ahydropyrazin-2-yl)oxy)methyl 
4-(1-((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-1
H-1,2,3-triazol-4-yl)butanoate (33) 
 
 
 
CuAAC 反応により合成した。Yellow solid, yield 79% (11.4 mg); 1H NMR (300 MHz, 
CD3OD) δ: 8.27 (s, 1H), 8.09 (s, 1H), 8.07 (s, 1H), 7.88 (s, 1H), 7.40-7.37 (m, 3H), 7.27 (s, 
1H), 6.58 (s, 1H), 6.16 (s, 2H), 5.48 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 4.10 (t, J = 9.4 Hz, 1H), 3.97 (d, J = 
3.2 Hz, 1H), 3.81-3.65 (m, 4H), 2.73 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.50 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.01-1.96 
(m, 2H), 1.41 (s, 9H); 13C NMR (100 MHz, CD3OD) δ: 173.62, 161.65, 153.26, 148.18, 
141.94, 136.04, 134.91, 132.95, 132.48, 130.74, 130.56, 129.56, 122.15, 101.07, 90.17, 83.36, 
79.92, 75.33, 71.41, 70.39, 62.47, 34.04, 33.09, 30.50, 25.46; IR (KBr) cm-1: 3131, 1749, 
1659, 1623, 1586, 1353, 1204, 1135; HRMS (ESI) m/z Calcd for C32H40N7O9 [M+H]+ 
666.2888, Found 666.2886. 
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(S)-2-(4-(4-((((3Z,6Z)-6-benzylidene-3-((5-(tert-butyl)-1H-imidazol-4-yl)methylene)-5-ox
o-3,4,5,6-tetrahydropyrazin-2-yl)oxy)methoxy)-4-oxobutyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)succini
c acid 
 
 
 
CuAAC 反応により合成した。Yellow solid, yield 62% (25.0 mg); m.p. 140.4-141.3 ºC; 
[a]D25 –11.86 º (c 0.14, MeOH); 1H NMR (400 MHz, CD3OD (NH and OH were exchanged 
with CD3OD.)): d 8.29 (s, 1H), 8.07 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.76 (s, 1H), 7.42-7.32 (m, 3H), 7.27 
(s, 1H), 6.57 (s, 1H), 6.15 (s, 2H), 5.66 (dd, J = 6.0 and 7.8 Hz, 1H), 3.32-3.29 (overlapped 
with MeOH, 2H), 2.72 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.48 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.99 (quint, J = 7.4 Hz, 
2H), 1.41 (s, 9H); 13C NMR (100 MHz, CD3OD): d 173.6, 172.7, 170.6, 161.6, 153.4, 147.8, 
142.0, 136.1, 134.9, 132.9, 132.5, 130.6, 130.5, 129.5, 126.5, 126.3, 124.3, 101.4, 83.4, 60.4, 
36.9, 34.0, 33.1, 30.5, 25.5, 25.4; IR (KBr) cm-1: 3410, 3154, 2968, 1737, 1667, 1206, 1184, 
1142; HRMS (ESI) m/z calcd for C30H34N7O8 [M+H]+ 620.2469, found 620.2463. 
 
sodium 
(S)-2-(4-(4-((((3Z,6Z)-6-benzylidene-3-((5-(tert-butyl)-1H-imidazol-4-yl)methylene)-5-ox
o-3,4,5,6-tetrahydropyrazin-2-yl)oxy)methoxy)-4-oxobutyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)succina
te (32) 
 
 
 
Orange solid; m.p. 222.2-224.5 ºC; [a]D25 +12.34 º (c 0.09, MeOH); 1H NMR (600 MHz, 
CD3OD (NH was exchanged with CD3OD.)): d 8.07 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.68 (s, 1H), 7.64 (s, 
1H), 7.41-7.37 (m, 2H), 7.34-7.31 (m, 1H), 7.22 (s, 1H), 6.75 (s, 1H), 6.15 (s, 2H), 5.50 (dd, 
J = 4.2 and 10.7 Hz, 1H), 3.15 (dd, J = 4.1 and 16.0 Hz, 1H), 3.04 (dd, J = 10.7 and 16.2 Hz, 
1H), 2.71 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.50 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.99 (quint, J = 7.5 Hz, 2H), 1.42 (s, 
N
HN
O
O
O
O N N
N COOH
COOH
NHN
N
HN
O
O
O
O N N
N COONa
COONa
NHN
 
 
 
 
76 
9H); 13C NMR (150 MHz, CD3OD): d 177.8, 175.6, 173.8, 161.5, 154.2, 146.9, 142.4, 136.4, 
135.1, 133.1, 132.7, 130.1, 129.4, 128.8, 123.2, 121.8, 105.1, 83.3, 65.6, 41.8, 34.1, 33.2, 
31.2, 25.7, 25.6; IR (KBr) cm-1: 3404, 3185, 2971, 1684, 1649, 1612, 1584, 1209, 1180, 1135; 
HRMS (ESI) m/z calcd for C30H32N7O8Na2 [M+H]+ 664.2108, found 664.2108. 
 
(S)-2-(4-(4-((((3Z,6Z)-6-benzylidene-3-((5-(tert-butyl)-1H-imidazol-4-yl)methylene)-5-ox
o-3,4,5,6-tetrahydropyrazin-2-yl)oxy)methoxy)-4-oxobutyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pentan
edioic acid 
 
 
CuAAC 反応により合成した。Yellow solid, Yield 77% (31.7 mg); m.p. 136.6-137.0 ºC; [a]D 
25 +3.46 º (c 0.04, MeOH); 1H NMR (400 MHz, CD3OD (NH and OH were exchanged with 
CD3OD.)): d 8.36 (s, 1H), 8.07 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.73 (s, 1H), 7.42-7.31 (m, 3H), 7.27 (s, 
1H), 6.55 (s, 1H), 6.14 (s, 2H), 5.41 (dd, J = 5.3 and 10.1 Hz, 1H), 2.73 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 
2.62-2.53 (m, 1H), 2.49 (t, J = 7.2, 2H), 2.42-2.31 (m, 1H), 2.24-2.18 (m, 2H), 2.00 (quint, J 
= 7.6 Hz, 2H), 1.41 (s, 9H); 13C NMR (100 MHz, CD3OD): d 175.5, 173.6, 171.3, 161.6, 
153.3, 148.2, 141.9, 136.0, 134.9, 133.0, 132.5, 130.7, 130.6, 129.6, 126.8, 125.9, 123.5, 
101.0, 83.4, 63.2, 34.0, 33.1, 30.7, 30.5, 28.2, 25.5, 25.4; IR (KBr) cm-1: 3136, 2972, 2877, 
1749, 1654, 1627, 1191, 1131; HRMS (ESI) m/z calcd for C31H36N7O8 [M+H]+ 634.2625, 
found 634.2625. 
 
sodium 
(S)-2-(4-(4-((((3Z,6Z)-6-benzylidene-3-((5-(tert-butyl)-1H-imidazol-4-yl)methylene)-5-ox
o-3,4,5,6-tetrahydropyrazin-2-yl)oxy)methoxy)-4-oxobutyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pentan
edioate (37) 
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Orange solid; m.p. 243.1-245.6 ºC; [a]D25 +13.59 º (c 0.25, MeOH); 1H NMR (400 MHz, 
CD3OD (NH was exchanged with CD3OD.)): d 8.07 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.75 (s, 1H), 7.63 (s, 
1H), 7.41-7.29 (m, 3H), 7.22 (s, 1H), 6.75 (s, 1H), 6.15 (s, 2H), 5.07 (dd, J = 5.2 and 10.0 Hz, 
1H), 2.73 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 2.59-2.48 (m, 3H), 2.36-2.25 (m, 1H), 2.18-2.09 (m, 1H), 
2.06-1.96 (m, 3H), 1.42 (s, 9H); 13C NMR (100 MHz, CD3OD): d 180.0, 175.2, 173.8, 161.4, 
154.3, 147.6, 142.4, 136.4, 135.1, 133.1, 132.7, 130.1, 129.4, 128.8, 122.8, 121.8, 105.1, 83.3, 
67.6, 34.8, 34.2, 33.2, 31.2, 31.0, 25.7, 25.6; IR (KBr) cm-1: 3403, 3172, 2974, 1686, 1650, 
1583, 1446, 1402, 1210, 1183, 1134; HRMS (ESI) m/z calcd for C31H34N7O8Na2 [M+H]+ 
678.2264, found 678.2284. 
 
(R)-2-(4-(4-((((3Z,6Z)-6-benzylidene-3-((5-(tert-butyl)-1H-imidazol-4-yl)methylene)-5-ox
o-3,4,5,6-tetrahydropyrazin-2-yl)oxy)methoxy)-4-oxobutyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pentan
edioic acid 
 
 
CuAAC 反応により合成した。Yellow solid, yield 74% (30.6 mg); m.p. 128.8-130.6 ºC; 
[a]D25 –5.53 º (c 0.12, MeOH); 1H NMR (400 MHz, CD3OD (NH and OH were exchanged 
with CD3OD.)): d 8.34 (s, 1H), 8.07 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.73 (s, 1H), 7.41-7.31 (m, 3H), 7.27 
(s, 1H), 6.55 (s, 1H), 6.15 (s, 2H), 5.41 (dd, J = 5.3 and 10.2 Hz, 1H), 2.73 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 
2.62-2.52 (m, 1H), 2.49 (t, J = 7.2, 2H), 2.42-2.31 (m, 1H), 2.24-2.18 (m, 2H), 2.00 (quint, J 
= 7.4 Hz, 2H), 1.41 (s, 9H); 13C NMR (100 MHz, CD3OD): d 175.5, 173.6, 171.3, 161.6, 
153.3, 148.2, 141.9, 136.1, 134.9, 132.9, 132.5, 130.7, 130.5, 129.6, 126.7, 126.1, 123.5, 
101.1, 83.4, 63.2, 34.0, 33.1, 30.7, 30.5, 28.2, 25.5, 25.4; IR (KBr) cm-1: 3143, 2975, 2878, 
1741, 1661, 1589, 1187, 1138; HRMS (ESI) m/z calcd for C31H36N7O8 [M+H]+ 634.2625, 
found 634.2627. 
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sodium 
(R)-2-(4-(4-((((3Z,6Z)-6-benzylidene-3-((5-(tert-butyl)-1H-imidazol-4-yl)methylene)-5-ox
o-3,4,5,6-tetrahydropyrazin-2-yl)oxy)methoxy)-4-oxobutyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)pentan
edioate (38) 
 
 
 
Orange solid; m.p. 248.8-245.0 ºC; [a]D25 –19.01º (c 0.25, MeOH); 1H NMR (400 MHz, 
CD3OD (NH was exchanged with CD3OD.)): d 8.07 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.77 (s, 1H) 7.63 (s, 
1H), 7.41-7.29 (m, 3H), 7.22 (s, 1H), 6.76 (s, 1H), 6.15 (s, 2H), 5.07 (dd, J = 5.1 and 10.2 Hz, 
1H), 2.73 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.60-2.46 (m, 3H), 2.37-2.26 (m, 1H), 2.17-2.07 (m, 1H), 
2.05-1.92 (m, 3H), 1.42 (s, 9H); 13C NMR (100 MHz, CD3OD): d 180.9, 175.3, 173.8, 161.5, 
154.3, 147.5, 142.4, 136.4, 135.1, 133.1, 132.7, 130.1, 129.4, 128.8, 122.8, 121.8, 105.1, 83.3, 
67.8, 35.7, 34.2, 33.2, 31.4, 31.2, 25.7, 25.6; IR (KBr) cm-1: 3427, 3191, 2974, 1675, 1649, 
1586, 1212, 1136; HRMS (ESI) m/z calcd for C31H34N7O8Na2 [M+H]+ 678.2264, found 
678.2264. 
 
水溶性の評価  
	 室温において各サンプルの飽和水溶液を調整し、メンブランフィルターでろ過し、
ろ液を逆相 HPLC にて分析を行った。一方、既知濃度のサンプルの DMSO 溶液を同様
に HPLC にて分析を行い、検量線を引き、飽和溶液濃度を算出した。  
 
エステラーゼによる加水分解反応の評価  
	 10 mM PBS（pH 7.4）に水溶性プロドラッグ体を 1.64 mM にとなるように溶解し、
エッペンドルフチューブに 50 µL, 50 µL, 400 µL に分注した。その内の 50 µL の 2 つ
を陰性対照群としてエステラーゼ処理を行わなかった。残りの 400 µL にブタ肝エス
テラーゼ（carboxylic-ester hydrolase; EC 3. 1. 1. 1; E-2884）を 8 µL 加え、撹拌し、50 µL 
ずつ分注した。そして、それぞれ 37 ºC 恒温槽でインキュベーションした。反応停止
は、DMSO を 150 µL 加え、エステラーゼを失活させることによって行い、その後、
メンブランフィルターでろ過した。加水分解反応の評価は、1, 2, 4, 8, 12, 24, 36, 48 h
と経時的に HPLC を用いて親化合物への変換を観察することによって行った。また、
陰性対照として、エステラーゼ未処理群を 0, 48 h にて HPLC により分析を行った。  
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殺細胞活性評価  
	 HT-29 細胞の培地には，10% ウシ胎児血清（FBS, Nichirei, #171012, lot: 8G0297）、
100 units/mL penicillin（ Invitrogen）、100 units/mL streptomycin（ Invitrogen）を含む  
McCoy’s 5A medium（Invitrogen）を用い、細胞は 37 ºC、5% CO2 の湿潤雰囲気下にて
培養した。細胞毒性試験（XTT/PMS assay）において、HT-29 細胞を  96 well plate に
5000 cells/well で播種し、24 h 培養した。連続的に希釈した測定化合物溶液を、化合
物の最終濃度が 2 pM から 20 µM の範囲で添加した。Vehicle control には 0.25% (v/v) 
DMSO を含む培地で培養した細胞を使用した。72 h 培養後、0.1 mg/mL XTT/25 µM 
PMS /PBS 溶液を 50 µL/well 加え，37 ºC で 40 min インキュベートした。生細胞数の
指標として XTT の代謝物であるフォルマザン色素の 492 nm における吸光度をプレ
ートリーダー（TECAN SAFIRE）で測定した。対照として 690 nm での吸光度も測定
し、数値を補正した。  
 
  
 
 
 
 
80 
 
第二章  
 
Fmoc 固相ペプチド合成 54) 
	 Fmoc-NH-SAL resin（官能基置換率 0.47-0.56 mmol/g）に対し DMF を加え、1 時間、
振盪撹拌することで樹脂を膨潤した。溶媒を濾去したのち、20%ピペリジン/DMF を加
え、20 分間振盪することで Fmoc を脱保護した。溶媒を濾去し、DMF で樹脂を洗浄（10
回）した後、1-ヒドロキシベンゾトリアゾール・一水和物（HOBt·H2O, 3 eq.）、N,N’’-
ジイソプロピルカルボジイミド（DIPCI, 3 eq.）によりa-アミノ基が Fmoc 保護された
アミノ酸（3 eq.）を縮合した。Kaiser 試験が陰性であることを確認し、溶媒を濾去、
DMF で樹脂の洗浄（10 回）を行った。これら Fmoc 基の脱保護、アミノ酸の縮合のサ
イクルを任意のペプチド鎖長まで繰り返した。N 末端アミノ基のアセチル化が必要な
ペプチドは Ac2O（3 eq.）、DIEA（3 eq.）で樹脂を 15 分間処理した。ペプチドの伸長
が完了後、メタノールおよびジエチルエーテルで樹脂を洗浄、乾燥した。乾燥樹脂を
m-cresol（375 µL）、thioanisole（375 µL）、TFA（15 mL）により処理することで、樹脂
からの切り出しおよび各アミノ酸側鎖の脱保護を行った。反応後に窒素圧により、濾
過し樹脂を除去した後、窒素を吹き付けることにより、ペプチド溶液を濃縮した。そ
の後、得られた残渣に対し、ジエチルエーテル（50 mL）を加え、粗ペプチドを析出
させ、遠心沈殿させることで回収した。上澄み液を捨て、粗ペプチドをジエチルエー
テルで洗浄後、風乾することで白色の乾燥粗ペプチドを得た。乾燥粗ペプチドを、高
速液体クロマトグラフィー（SunFire PrepC18 OBD 19 x 150 mm (5 µm, 12 nm), Flow rate: 
6.00 mL/min, UV: 230 nm and 254 nm）を用いて精製し、目的のペプチドを獲得した。
ペプチドの純度は分析 HPLC（COSMOSIL 5C18 AR-II , UV: 230 nm）により評価した。 
 
 
Z33: H-FNMQQQRRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKSIRDD-NH2 
White powder, Yield of 37%; HRMS (ESI) m/z 4103.0420 (calcd. for C175H277N58O55S 
[M+H]+ 4103.0382); HPLC purity of 98% 
 
K(N3)-Z33: H-K(N3)FNMQQQRRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKSIRDD-NH2 
White powder, Yield of 34%; HRMS (ESI) m/z 4257.1353 (calcd. for C181H287N62O56S 
[M+H]+ 4257.1237); HPLC purity of 96% 
 
Z33-K(N3): H-FNMQQQRRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKSIRDDK(N3)-NH2 
White powder, Yield of 22%; HRMS (ESI) m/z 4257.1201 (calcd. for C181H287N62O56S 
[M+H]+ 4257.1237); HPLC purity of 99% 
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Cys-Gly-Z33: H-CGFNMQQQRRFYEALHDPNLNEEQRNAKIKSIRDD-NH2 
White powder, Yield of 38%; HRMS (ESI) m/z 4263.0664 (calcd. for C180H285N60O57S2 
[M+H]+ 4263.0689); HPLC purity of 99% 
 
Cys-Gly-Z33(retro): H-CGDDRISKIKANRQEENLNPDHLAEYFRRQQQMNF-NH2 
White powder, Yield of 13%; HRMS (ESI) m/z 4263.0537 (calcd. for C180H285N60O57S2 
[M+H]+ 4263.0689); HPLC purity of 98% 
 
N2-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-N6-diazo-L-lysine 
 
 
 
	 Fmoc-Lys(Boc)-OH（3.0g, 6.17mmol）にトリフルオロ酢酸（20 mL）水（6 mL）を加
え、2 時間撹拌した。反応後、ベンゼンを加え、水と共沸させることにより、溶媒を
留去し Fmoc-Lys-OH を得た。これを水/メタノール（45.4 mL/60.5 mL）に溶解し、炭
酸カリウム（2.78 g）、 硫酸銅五水和物（33.25 mg）を加えた。その後、別途調製した
トリフルオロメタンスルホン酸アジドのジクロロメタン溶液を滴下した。終夜撹拌し
た後、反応溶液の溶媒を留去し、残留物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（ク
ロロホルム：メタノール：酢酸= 100：1：0.1）で精製した。残留する酢酸を除去する
ために、水を過剰量加え、凍結乾燥することで Fmoc-Lys(N3)-OH を得た。White solid, 
yield 97% (2.20g), 1H NMR (400 MHz, CDCl3): d 11.1 (s, 1H), 7.70 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 
7.58-7.45 (m, 2H), 7.34 (t, J = 7.4, 2H), 7.26 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 5.57 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 
4.51-4.47 (m, 1H), 4.38 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 4.16 (t, J = 6.7, 1H), 3.20-3.10 (m, 2H), 
1.92-1.80 (m, 1H), 1.72-1.60 (m, 1H), 1.58-1.48 (2H, m), 1.47-1.34 (m, 2H); 13C NMR (100 
MHz, CDCl3): d 176.32, 158.08, 143.78, 143.65, 141.35, 127.78, 127.09, 125.03, 120.34, 
67.14, 53.50, 51.06, 47.15, 31.84, 28.35, 22.46; IR (neat) cm-1: 3066, 2947, 2867, 2097, 1716, 
1522, 1450, 1339, 1248, 1081, 760, 740; HRMS (ESI) m/z calcd for C21H23N4O4 [M+H]+ 
395.1719, found 395.1716. 
 
(2-azidoethyl)(4-methoxybenzyl)sulfane (61) 
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化合物 42 と同様の手法により、化合物 61 を得た。colorless oil, yield 94% (212 mg), 1H 
NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.22−7.17 (m, 2H), 6.85−6.80 (m, 2H), 3.73 (s, 3H), 3.67 (s, 2H), 
3.28 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.54 (t, J = 7.0 Hz, 2H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 158.47, 
129.65, 129.43, 113.67, 54.87, 50.57, 35.44, 29.94; IR cm-1: 2915, 2101, 1609, 1511, 1249; 
HRMS (ESI) m/z calcd for C10H13N3OS [M+Na]+ 246.0677, found 246.0679. 
 
(((Z)-6-((Z)-benzylidene)-3-((5-(tert-butyl)-1H-imidazol-4-yl)methylene)-5-oxo-3,4,5,6-tet
rahydropyrazin-2-yl)oxy)methyl 
4-(1-(2-((4-methoxybenzyl)thio)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)butanoate (62) 
 
 
 
CuAAC 反応により合成した（実験の部  第一章）。yellow solid, yield 76% (27.5 mg), 1H 
NMR (400 MHz, CDCl3): d 12.19 (s, 1H), 9.62 (s, 1H), 8.10-8.07 (m, 2H), 7.54 (s, 1H), 
7.40-7.27 (m, 4H), 7.20-7.16 (m, 2H), 7.14 (s, 1H), 6.83 (d, J = 8.68 Hz, 2H), 6.62 (s, 1H), 
6.15 (s, 2H), 4.29 (t, J = 6.84 Hz, 2H), 3.78 (s, 3H), 3.55 (s, 2H), 2.79 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 
2.73 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.47 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.03 (quint, J = 7.3 Hz, 2H), 1.43 (s, 9H); 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): d 172.27, 159.68, 158.84, 152.65, 146.71, 135.28, 132.30, 
131.89, 131.61, 129.99, 129.48, 128.77, 128.35, 127.91, 121.92, 121.52, 114.06, 102.13, 
81.73, 55.29, 49.69, 35.75, 33.31, 31.79, 31.05, 30.65, 29.71, 24.63, 24.42; IR cm-1: 3142, 
2961, 2371, 1750, 1671, 1510, 1456, 1179, 1130; HRMS (ESI) m/z calcd for C36H42N7O5S 
[M+H]+ 684.2968, found 684.2961. 
 
Plinabulin-SS-Z33 (64) 
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固相ジスルフィド架橋試薬のベンジル体 57（12.4 mg, 7.3 µmol）に対し、塩化スルフ
リル（20 µL）、1,2-ジクロロメタン（1 mL）、ピリジン（3.9 µL）の混合溶液を加え、
氷浴上で 20 分撹拌し、溶媒を除去した。この操作を三回繰り返すことにより、Npys-Cl
樹脂 53 へと導いた。その後、ジクロロメタンにて洗浄を行い、Plinabulin のスルフィ
ド誘導体 62（1.0 mg）のアセトニトリル（162 µL）溶液を加え、１時間振盪撹拌を行
うことで、Plinabulin 担持樹脂 63 を得た。反応は分析 HPLC で追跡した。その後、ア
セトニトリルおよび H2O で樹脂を洗浄した。DMF/H2O （1:1）（367 µL）に溶解した
Cys-Gly-Z33）（5.6 mg）を反応させることで、二段階目のジスルフィド交換反応を行
った。濾過により樹脂を除去した後、得られた反応液を HPLC（SunFire PrepC18 OBD 19 
x 150 mm (5 µm, 12 nm), gradient: milli-Q water (TFA 0.1%) : CH3CN (TFA 0.1%) = 85 : 15 
to milli-Q water (TFA 0.1%) : CH3CN (TFA 0.1%) = 60 : 40 over 25 min, Flow rate: 6.00 
mL/min, UV: 365 nm and 230 nm) を用いて精製し、化合物 64 を得た。Yellow solid, yield 
29% (3 mg), HRMS (ESI) m/z 4824.2832 (calcd. for C208H316N67O61S3 [M+H]+ 4824.2847); 
HPLC purity of 97%. 
 
Plinabulin-SS-Z33 (retro) (65) 
 
 
 
Plinabulin-SS-Z33 64 と同様に固相ジスルフィド架橋法により合成した。yellow solid, 
yield 29%; HRMS (ESI) m/z 4824.2832 (calcd. for C208H316N67O61S3 [M+H]+ 4824.2847); 
HPLC purity of 97%. 
 
表面プラズモン共鳴法（Surface Plasmon Resonance; SPR）  
	 ペプチドの抗体結合能は Biacore T-200 を用いて評価した。N-hydroxysuccimimide と
1-(3-(dimethylamino)propyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride（EDC·HCl）により CM5
センサーチップ上のカルボン酸を活性エステルとし、酢酸緩衝液（pH 5.5）に溶解し
たリガンド（Herceptin, 6E1, Fc flagment）を反応させることで、それぞれ FC1, FC2, FC3
に固定化した。FC4 は固定化せずにコントロールとして用いた。アナライト（Z33 誘
導体）は running buffer（HBS-EP; 0.01 M HEPES, 0.15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% 
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Tween 20, pH 7.4）に溶解し連続希釈をすることで、各濃度のサンプル溶液を調整し、
以下の条件のもと測定した（association time: 180 s, dissociation time: 600 s, flow rate: 50 
µL/min）。Cys-Gly-Z33 と Plinabulin-SS-Z33 64 のみ、設定した解離時間内での解離が不
十分であったため、センサーチップを測定ごとに Gly-HCl 緩衝液（pH 2.0）で 5 秒間
2 回洗浄した。結合測度論定数（kon, koff, Kd）は、得られたセンサーグラムを Biacore T-200 
Evaluation software v 1.0 により、1 : 1 binding model によるカーブフィットまたは平衡
値解析を行うことで決定した。  
 
殺細胞活性評価  
	 SKBR-3 細胞は McCoy’s 5A（10% normal FBS+）、MCF-7 細胞と A375 細胞は DMEM
（10% normal FBS+）でそれぞれ培養した。SKBR-3HR 細胞は Herceptin を 8 µg/mL 添
加した培地で培養した。  
	 殺細胞活性評価では、0.05% Trypsin-EDTA 処理により剥がした細胞（SKBR-3, MCF-7, 
SKBR-3HR, A375）を Plinabulin-SS-Z33 64、抗体（Herceptin or 6E1）もしくはその両方
を含有する培地（10% super low IgG FBS）に懸濁し、5000 cells/well となるように 96-well 
plate に播種した。37 °C、5% CO2 で 72 時間培養した後、細胞生存率を WST-1 試薬に
より決定した。生細胞数の指標として WST-1 の代謝物であるフォルマザン色素の 450 
nm における吸光度をプレートリーダーで測定した。対照として 620 nm での吸光度も
測定し、数値を補正した。A375 細胞における殺細胞活性評価では、細胞増殖が他の細
胞と比べて早いため、化合物での処理時間を 24 時間として評価した。  
 
Flow Cytometry 
	 SKBR-3, SKBR-3HR, MCF-7 細胞を dissociation buffer で 10 分間処理することで、細
胞懸濁液を得た。得られた細胞を 1 mM EDTA/PBS で洗浄後、氷浴上、一次抗体
（Herceptin）で一時間処理した。0.1% BSA/1 mM EDTA/PBS で再度細胞を洗浄した後、
氷浴上、二次抗体（Alexa488-labeled anti-human IgG）で一時間処理した。その後、細
胞懸濁液中の Alexa-488 の蛍光を FACS calibur flow cytometer により分析することで、
HER2 発現量を評価した。  
 
CD スペクトル  
	 Z33 ペプチド誘導体の円二色性は Jasco J-1500CD spectrometer を用いて測定した。測
定には以下の条件を用いた（25 ºC, 石英セル  (0.5 cm path length), 190-250 nm, scan 
speed: 100 nm/min, response time: 1 s, bandwidth: 1 nm）。測定するペプチドは 2.5 µM と
なるよう 10 mM phosphate buffer（pH7.4）に溶解した。a-helicity は Reed の式 60) に基
づきカーブフィットすることにより算出した。  
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第三章  
 
ペプチド合成  
各ペプチドは Fmoc 固相合成法により合成した（実験の部  第二章参照）。ペプチドの
樹脂からの切り出しおよびアミノ酸側鎖の脱保護には、TFA : triisopropylsilane : H2O : 
ethanedithiol （60 : 5 : 1 : 2）を用いた。  
 
Ac-(Arg)8-AcpLys(N3)-NH2 
White powder, Yield: 30%, Purity: 96% HRMS (ESI): m/z calcd for C62H123N38O11 [M+H]+ 
1576.0234, found 1576.0164. 
 
Ac-(Arg)8-Acp-Cys-NH2 
White powder, yield 30%, purity 96% HRMS (ESI): m/z calcd for C59H118N35O11S [M+H]+ 
1524.9471, found 1524.9464. 
 
Ac-(D-Arg)8-Acp-Cys-NH2 
White powder, yield 37%, purity 98%, HRMS (ESI): m/z calcd for C59H118N35O11S [M+H]+ 
1524.9471, found 1524.9503. 
 
Ac-(Gly-Ser)4-Acp-Cys-NH2 
White powder, yield 31%, purity 99%, HRMS (ESI) m/z calcd for C31H54N11O15S [M+H]+ 
852.3522, found 852.3536. 
 
 
(2-azidoethyl)(tert-butyl)sulfane (71)  
 
 
 
化合物 42 と同様の反応により、化合物 71 を得た。colorless oil, yield 42% (395 mg), 1H 
NMR (400 MHz, CDCl3): d 3.44 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.74 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.34 (s, 9H), 13C 
NMR (100 MHz, CDCl3) : d 51.49, 42.72, 31.00, 27.78; IR (KBr) cm-1: 2100. 
 
 
 
N3
S
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(((Z)-6-((Z)-benzylidene)-3-((5-(tert-butyl)-1H-imidazol-4-yl)methylene)-5-oxo-3,4,5,6-tet
rahydropyrazin-2-yl)oxy)metyl 
4-(1-(2-tert-butylthio)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)butanoate (68) 
 
 
 
CuAAC 反応により合成した（実験の部  第一章）。Yellow solid, yield 16% (27.2 mg); m.p. 
90.5-91.1 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): d 12.24 (s, 1H), 10.39 (s, 1H), 8.08 (d, J = 7.4 Hz, 
2H), 7.59 (s, 1H), 7.41-7.36 (m, 2H), 7.35-7.28 (m, 2H), 7.23 (s, 1H), 6.64 (s, 1H), 6.15 (s, 
2H), 4.40 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.94 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.74 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.47 (t, J = 7.3 
Hz, 2H), 2.03 (quint., J = 7.4 Hz, 2H), 1.44 (s, 9H), 1.28 (s, 9H); 13C NMR (100 MHz, 
CDCl3): d 172.27, 159.84, 152.77, 146.62, 140.19, 135.30, 132.89, 132.06, 131.69, 131.62, 
128.80, 128.39, 127.80, 121.67, 121.59, 102.80, 81.77, 50.44, 43.04, 33.35, 31.98, 30.89, 
30.77, 28.71, 24.68, 24.44; IR (KBr) cm-1: 3439, 2964, 2369, 1750, 1654, 1586, 1456; HRMS 
(ESI) m/z calcd for C32H42N7O4S [M+H]+ 620.3019, found 620.3022. 
 
(2R,3R,4S,5R,6R)-2-(hydroxymethyl)-6-(2-mercaptoethoxy)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-tr
iol: Gal-SH (79) 
 
 
More らの合成法を基に合成した。 74) すなわち、 2-(acetoxymethyl)-6-(2-(acetylthio) 
ethoxy)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triyl triacetate 83（2 g, 4.44 mmol）の MeOH（45 mL）
溶液に対し、NaOMe（480 mg, 8.88 mmol）を加え、１時間撹拌した。イオン交換樹脂
により反応溶液の pH を 2-3 にした後、濾過にて樹脂を除き、反応溶媒を留去した。
残留物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（CHCl3：MeOH = 10：1）で精製する
ことで化合物 79 を得た。white solid, yield 10% (111 mg); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 
4.92-4.82 (m, 1H), 4.76-4.67 (m, 1H), 4.63-4.53 (m, 1H), 4.39-4.34 (m, 1H), 4.11 (dd, J = 7.3 
and 10.5 Hz, 1H), 3.97-3.89 (m, 1H), 3.83-3.68 (m, 1H), 3.65-3.59 (m, 1H), 3.58-3.43 (m, 
3H), 3.29-3.22 (m, 2H), 2.94 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.64 (t, J = 6.6 Hz, 1H), 13C NMR (400 MHz, 
MeOD): 105.09, 76.77, 74.99, 72.82, 72.57, 70.34, 62.54, 24.94; HRMS (ESI) m/z calcd for 
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C8H16O6S [M+Na]+ 263.0565, found 263.0558. 
 
Methyl 6-(methoxythio)-5-nitronicotinate (78) 73) 
 
 
 
Methyl 6-(benzylthio)-5-nitronicotinate 76（300 mg, 0.99 mmol）の 1,2-DCE （2.5 mL）溶
液に対して、SO2Cl2（176 µL, 2.18 mmol）とピリジン（40.3 µL, 0.50 mmol）を加え、
室温で一時間攪拌した。反応液を減圧濃縮することで、スルフェニルクロライド 77
とし、精製せずに次の反応に用いた。化合物 77 を THF に溶解し、MeOH（40.2 µL, 0.99 
mmol) と  N,N-Diisopropylethylamine（DIPEA, 2.85 mL, 19.8 mmol）を氷冷下加えた後、
室温で 2 時間攪拌した。溶媒を留去し、残渣を CHCl3 に溶解した。有機相を 5%クエ
ン酸水溶液、飽和食塩水で洗浄後、Na2SO4 により乾燥した。濾過後、濃縮したのちに  
残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィーにより精製することで、化合物 78 を得た。
Yellow solid, yield 79% in 2 steps (190 mg); m.p. 92.3-93.9 ºC; IR (KBr) 1731, 1547, 1361, 
986, 728 cm-1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) d 9.43 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 9.03 (d, J = 1.9 Hz, 
1H), 4.02 (s, 3H), 3.98 (s, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) d 169.6, 163.8, 154.8, 137.1, 
134.1, 122.4, 65.6, 53.0; HRMS (ES+) calcd for C8H8N2O5NaS [M+Na]+ 267.0052, found 
267.0042. 
 
Methyl 5-nitro-6-thioxo-1,6-dihydropyridine-3-carboxylate (75) 73) 
 
 
 
スルフェン酸エステル 78（10.0 mg, 40.9 µmol）の CH3CN/H2O（95:5, 820 µL）溶液に
対して、PPh3（21.5 mg, 81.9 µmol）を加えて、室温で 5 分攪拌した。溶媒を減圧留去
したのち、CHCl3 に溶解し、1 M NaHCO3 aq.で抽出した。水相を 5% citric acid aq. に
より pH 4-5 程度にすることで、再度 CHCl3 で抽出した。有機相を飽和食塩水で洗浄、
Na2SO4 を加え乾燥、濾過、濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィーで
精製することでチオピリドン 75 を得た。yellow solid, yield 78% (6.8 mg); m.p 169.7 ºC 
(decomp.); IR (KBr) 3211, 3020, 1703, 1541, 1243, 1157, 762, 744 cm-1; 1H NMR (400 MHz, 
CD3CN) d 8.24 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 3.86 (s, 3H); 13C NMR (100 MHz, CD3CN) d 173.67, 
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163.8, 153.3, 144.0, 131.8, 115.4, 53.4; HRMS (FAB+) calcd for C7H7N2O4S [M+H]+ 
215.0127, found 215.0122. 
 
チオピリドン誘導体（75）の pKa 評価  
	 反応後の副生成物である樹脂 74 のモデル化合物として合成したチオピリドン 75 を
5 mM の濃度になるように AcOEt に溶解した。その後、各種緩衝液（100 mM sodium 
acetate（pH3.8, 5.6） , 100 mM sodium phosphate（pH6.4, 6.8, 7.4, 8.4））を加え転倒混和
した。遠心分離機（3000 rpm, 1 min）により遠心分離した後、終夜静置し、平衡化し
た。各溶液の上層（AcOEt 層）および下層（水層）をサンプリングし、メンブランフ
ィルターを通した後に、逆相 HPLC（COSMOSIL 5C18 AR-II）により分析した。その後、
各種 pH の緩衝液における面積値を KaleidaGraph 4.5 を用いてプロットし、シグモイド
曲線から pKa 値を算出した。  
 
樹脂 57 の活性化  
	 樹脂 57（10 mg, 5.3 µmol）に対して、氷冷下、塩化スルフリル（20 µL）、1,2-DCE
（1 mL）及びピリジン（3.9 µL）の混合溶液を加え、20 分間攪拌した後、溶液を除去
した。同じ操作を 2 回繰り返した後、氷冷したジクロロメタンにより樹脂を洗浄し、
Npys-Cl 樹脂 53 を得た。  
 
Plinabulin 担持樹脂 63 の合成（First step）  
	 前項で得た樹脂 53 に対して各有機溶媒（294 µL）で溶解した Plinabulin スルフィド
誘導体 68 を加え、室温で 1 時間撹拌した。68 の消失率は分析 HPLC にて溶液中の濃
度を測定し以下の式で算出した  [1 時間における 68 の面積値  / 0 時間における 68 の面
積値]（Table 7）。反応後は、アセトニトリル（2 mL）で洗浄した後に、水（6 mL）で
洗浄することで、樹脂上に Plinabulin を担持させた活性ジスルフィド体である樹脂 63
を得た。  
 
ジスルフィド交換反応（Second step of SPDSL）  
	 First step で得られた樹脂 63 に各種溶媒（50 mM sodium acetate（pH3.8, 4.5, 5.0 and 5.6）
or 50 mM sodium phosphate（pH7.4）: CH3CN = 3 : 2; 269 µL）に溶解したチオールを有
する水溶性化合物を加え、室温で 3 時間撹拌した。反応溶液をサンプリングし、逆相
HPLC（COSMOSIL 5C18 AR-II）により分析することで、ペプチドおよびの消費と、架
橋体の生成を確認した。反応の完結後、樹脂をろ過により除き、HPLC（SunFire PrepC18 
OBD 19 x 150 mm（5 µm, 12 nm））により精製し、Plinabulin 架橋体を得た（Table 9）。
Plinabulin-SS-Gal（Table 9, Entry 5）の反応は TLC により追跡した。  
 
 
 
 
 
89 
Plinabulin-SS-Arg8 (73) 
 
Yellow solid, HRMS (ESI) m/z calcd for C87H149N42O15S2 [M+H]+ 2086.1629, found 
2086.1633.  
 
Plinabulin-SS-D-Arg8 
 
Yellow solid, HRMS (ESI) m/z calcd for C87H149N42O15S2 [M+H]+ 2086.1629, found 
2086.1633. 
 
Plinabulin-SS-(GS)4 
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Yellow solid, HRMS (ESI) m/z calcd for C59H85N18O19S2 [M+H]+ 1413.5680, found 
1413.5663. 
 
Plinabulin-SS-Gal 
 
Yellow solid, HRMS (ESI) m/z calcd for C36H47N7O10S2 [M+H]+ 802.2904, found 802.2904.  
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